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MECANISMOS D E INM UNOSENESCENCIA Y LONGEVIDAD. 
POSIBLES ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA CALIDAD DE VIDA E N  EL  
ENVEJECIMIENTO.
La teoria de envejecimiento que goza actualmente de mayor aceptaciôn es la teoria de la 
oxidaciôn por los radicales libres que se producen en la necesaria utilizaciôn celular del oxigeno. 
Segun esta, el proceso de envejecimiento se inicia en las mitocondrias de células diferenciadas, taies 
como las neuronas. Por otra parte, estudios recientes proponen un papel clave del sistema 
inmunolôgico, no como base del envejecimiento, sino como sistema que puede modificar la tasa a 
la que este se produce. Asi, la inflamaciôn y el estrés oxidativo que generan los leucocitos a lo largo 
de la vida del individuo, en su papel defensivo frente a lo extrano, si no estân bien regulados, no 
sôlo participan en la inmunosenescencia, también contribuyen a la aceleraciôn del envejecimiento y 
determinan la pérdida de la salud que Ueva a la muerte prematura. Ademâs, en base a las 
interacciones existentes entre los sistemas reguladores, el nervioso, endocrino e inmunitario, las 
alteraciones en uno o mas de estos sistemas y en la comunicaciôn entre eUos, tienen como resultado 
la mayoria de las disfunciones fisiolôgicas asociadas al envejecimiento, a través del agravamiento de 
la pérdida homeostâtica. En este contexto, es de gran interés el estudio de los sistemas reguladores 
en individuos que ban alcanzado una longevidad prôxima a la maxima de su especie. 
Investigaciones recientes ban descrito ciertos parâmetros inmunitarios como marcadores de salud y 
longevidad, puesto que aparecen preservados en centenarios, mientras que el deterioro de los 
mismos se ha asociado a mayor edad biolôgica, morbilidad y mortalidad, y en determinados casos 
también a la presencia y /o  gravedad de enfermedades neurodegenerativas. No obstante, la mayoria 
de estudios en centenarios se han centrado en uno o pocos parâmetros, perdiéndose el contexto de 
globalidad. Esta limitaciôn puede eludirse mediante el uso de animales de experimentaciôn 
longevos, pero los trabajos a nivel del sistema inmunitario en longevos han sido muy escasos bas ta 
la fecha. Por eUo, en la actualidad apenas se conocen los mecanismos que subyacen al 
mantenimiento de la funcionalidad inmunolôgica en estos animales, pero tampoco es bien conocida 
la oxidaciôn-inflamaciôn y la pérdida funcional que se da con la edad en los individuos viejos.
En los experimentos que conforman la présente tesis doctoral se estudiaron ratones 
hembras de diferentes edades, incluyendo adultos, viejos y longevos. Los animales longevos habi'an 
superado ampliamente la esperanza de vida media de los ratones en nuestro animalario, mientras 
que la edad de los viejos se correspondfa con aquélla en la que el pico de mortalidad es mâs elevado. 
Los resultados confirman que una ampHa variedad de respuestas funcionales de las células 
inmunitarias se encuentra preservada en los ratones longevos y marcadamente deteriorada en los 
viejos. Es el caso de la actividad NK, la quimiotaxis y fagocitosis de macrôfagos, la quimiotaxis y 
proliferaciôn en respuesta a concanavalina A (ConA) de linfocitos, asi como la respuesta de 
citoquinas pro- y anti-inflamatorias (IL -la/p , 3, 6 y 12, IFN-y, TNF-a, e IL-4, 10 y 13) a los
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mi:ôgenos ConA y LPS. Los niveles de factores de crecimiento y citoquinas reguladoras (IL-2, 5, 17 
y 'S'EGF) en esos mismos cultives estân también mejor conservados en longevos que en viejos. No 
obitante, ciertos parametros inmunitarios parecen mostrarse menos relevantes para alcanzar la 
lorgevidad, como es el caso de los niveles de diversas quimioquinas (KC, MCP-1, M IP-ip y 
R/.NTES).
Los longevos muestran también un declive en la respuesta proliferadva a LPS y elevada 
expresion de TLR-2 y TLR-4 en las células B. Este deterioro de la proliferacion inducida por LPS es 
mts marcado en los viejos, pero la expresion de TLRs en las células B de estos individuos no se 
encuentra aumentada significativamente en comparacion con los adultos. Los viejos muestran sin 
errbargo un incremento muy marcado en la expresion de TLRs por parte de las células CD8+, y 
especialmente de las células CD4+ junto al declive dramatico de la proliferaciôn inducida por 
CcnA, mientras que todos estos parametros se mantienen preservados en los longevos. Por tanto, 
nmstros resultados sugieren que las células B son las primeramente afectadas por la 
innunosenescencia en los longevos, en contraste con lo que sucede en los viejos, en los que las 
células T serian las células de la inmunidad adaptativa alteradas en primer lugar por el 
en/ejecimiento, contribuyendo al declive funcional de las células B.
La oxidaciôn cronica en las células inmunitarias de viejos quedô demostrada al 
conprobarse los elevados niveles basales de glutation oxidado y de actividad xandna oxidasa, y 
disminuidos de glutation reducido (GSH), y de las actividades enzimaticas glutation peroxidasa y 
catalasa que presentan las mismas. Los animales viejos sufren ademas una inflamaciôn cronica, 
COHO refleja el aumento en los niveles basales de citoquinas proinflamatorias, tales como las 
interleuquinas ip, 3, 6 y 12, el IFN-y y el TNF-a, y disminuidos de antiinflamatorias, como la IL-10. 
Sir. embargo, una elevada actividad catalasa basal intraleucocitaria junto con niveles intensificados 
de IL-10 que controlan la inflamaciôn en reposo, se muestran como mecanismos clave en la 
prcvenciôn de la oxidaciôn-inflamaciôn cronica asociada a la edad, que no existe en los longevos. 
A si, los elevados niveles en esos parametros parecen asociarse con una mayor esperanza de vida y 
por tanto pueden apuntarse como marcadores de longevidad. Ademâs, los resultados de la présente 
tesis demuestran que una acdvaciôn controlada del factor de transcripciôn NFxB en el nücleo de 
los leucocitos en reposo es crucial para el mantenimiento de un ambiente basai reductor y 
anünflamatorio, que permite la adecuada respuesta inmunitaria de los individuos longevos. En los 
viejos, un exceso de acdvaciôn de este factor de transcripciôn se relaciona con el aumento de la 
oxdaciôn-inflamaciôn crônica y el deterioro funcional de sus leucocitos. Es mas, en el grupo de 
viejos, sôlo alcanzaron la longevidad aqueUos individuos que mostraron una acdvaciôn controlada 
de NFxB en sus leucocitos, lo que apoya aün mas el papel clave de este factor de transcripciôn en 
el envejecimiento y la longevidad.
En lo que respecta al cerebro de los animales que alcanzan la longevidad, también se 
producen atrofia y cambios morfolôgicos, pero las zonas en que éstos se inician son disdntas con
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respecte a los individuos viejos. La corteza entorrinal es el ârea cerebral primeramente afectada en 
éstos, mientras que el deterioro cerebral en longevos comienza en la corteza somatosensorial.
Los longevos muestran niveles de oxidaciôn proteica similares a los adultos, tanto en el 
sistema nervioso como en el inmunitario, que se encuentran aumentados en viejos, especialmente 
en cerebro. Sin embargo, la idea de que el control de todos los marcadores de oxidaciôn en una u 
otra localizaciôn conduce a la prolongaciôn de la longevidad es errônea. En este sentido, el 
aumento de MDAL destaca como marcador universal de dano oxidadvo a protei'nas en el 
envejecimiento, mientras que bajos niveles de AASA en cerebro se muestran como marcadores de 
longevidad. Ademâs, los resultados no muestran una disminuciôn consistente en las actividades 
quimiotripsina y caspasa del proteasoma 20S, por lo que los cambios en las mismas y los niveles de 
dano oxidadvo a protemas no se encuentran directamente relacionados en términos de 
envejecimiento y longevidad. También, el estudio de la susceptibilidad lipidica a la oxidaciôn mostrô 
que unos valores bajos de indice de dobles enlaces, de indice de peroxidizabüidad asi como de la 
longitud de la cadena de los âcidos grasos en cerebro son marcadores de longevidad intraespecie en 
ratôn, y se corresponden con una fracciôn disminuida de âcidos grasos poli-insaturados. Del mismo 
modo que en el caso del dano oxidadvo a proteinas, la idea de que el control de todos los âcidos 
grasos muy insaturados conduce a la prolongaciôn de la longevidad es incorrecta. En concreto, 
unos valores bajos de âcido docosapentanoico de la serie 6 en cerebro destacan como marcadores 
de longevidad. Por otra parte, un mayor contenido en docosahexanoico y menor de linoleico se 
muestran como marcadores universales de envejecimiento.
En base a la comunicaciôn entre los sistemas inmunitario, nervioso y endocrino, nuestro 
grupo ha podido comprobar en estudios previos que los ratones que muestran un exceso de 
reactividad al estrés y una ansiedad crônica, sufren una inmunosenescencia prematura, apreciada en 
diversas funciones inmunitarias. Estos animales muestran también un mayor estrés oxidadvo, que 
résulta en un acelerado envejecimiento fisiolôgico de los sistemas nervioso, endocrino e 
inmunitario, lo que les lleva a una muerte prematura. De los resultados obtenidos en la présente 
tesis, puede concluirse que la ansiedad y el estrés crônicos, en humanos, la primera condiciôn se 
estudiô en mujeres que padecen ansiedad crônica y la segunda en personas con estrés psicosocial 
por ausencia de hogar, conducen al deterioro acelerado de estos mismos parâmetros inmunitarios. 
Esto confirma a ambos colecrivos (personas con ansiedad y estrés crônico) como modelos de 
envejecimiento prematuro en humanos.
Por otra parte, es bien sabido que la pérdida de la homeostasis con la edad lleva asociada 
una menor resistencia al estrés. Ademâs, el aislamiento social es una condiciôn frecuente en 
nuestros may ore s, y especialmente entre las mujeres, dada su mayor esperanza de vida. Por ello, en 
la présente tesis se desarroUô un modelo de aislamiento social en la vejez en ratones hembras. Los 
resultados obtenidos demuestran que el aislamiento social exacerba el deterioro inmunoendocrino 
asociado a la edad, produciendo un fuerte impacto en los niveles de corticosterona, en una serie de
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funciones inmuni tarias, asi como en el contenido intraleucocitario del antioxidante mas potente que 
présenta el organimo, el GSH. Todo ello a pesar de haber mantenido esos animales una vida social 
normal durante las e tapas vitales previas a la vejez.
En relaciôn al envejecimiento patolôgico, el Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa 
mts frecuente en las sociedades actuales. Estudios recientes han mostrado que varias funciones del 
siscema inmunitario periférico que cambian con la edad, taies como la actividad fagocitica y la 
respuesta proinflamatoria, se encuentran mis deterioradas en individuos con esta enfermedad, lo 
que contribuye a su desarroUo y /o  curso. De este modo, los sujetos con Alzheimer podrian mostrar 
canbios inmunolôgicos asociados al envejecimiento mas marcado s en comparaciôn con los 
individuos sanos de la misma edad. No obstante, existe cierta controversia en los estudios 
reaUzados en humanos, mayoritariamente relacionada con la dificultad para mantener estrictos 
criterios de inclusion entre los participantes, mientras que el bajo numéro de éstos no ha permitido 
per el momento explorar las posibles diferencias en funciôn del género. Por tanto, en la présente 
tesis se estudiaron una serie de funciones y el contenido en GSH de células del sistema inmunitario 
periférico, asi como los niveles de corticosterona, en ratones machos y hembras viejos triples 
trmsgénicos (P Ô '/m u ôv, y iP P s w e  y A?//P3oiL,) para la enfermedad de Alzheimer (3xTgAD). En la cepa 
de raton salvaje C57BL/129Sv, de la que se obtuvo el 3xTgAD (NTg) se analizaron esos mismos 
parâmetros para comprobar el efecto del envejecimiento y el género en los mismos y relacionarlos 
con el estado de los animales 3XTgAD, utilizando ratones machos y hembras adultos y viejos. Los 
resultados muestran que la inmunosenescencia sistémica y el deterioro de la red inmunoendocrina, 
que se da con la edad, se encuentra acelerada y mâs pronunciada en los animales viejos 3xTgAD. 
Ademâs, la mayor mortalidad observada en los machos 3xTgAD se relaciona con la mayor 
vulnerabilidad de la red inmunoendocrina que presentan los animales de este género.
Entre las posibles intervenciones al proceso de envejecimiento, la suplementacion con 
cantidades apropiadas de antioxidantes es una estrategia potencialmente util en el contexto de las 
teorias de los radicales libres y de la oxidaciôn-inflamaciôn del envejecimiento. En concreto, los 
precursores de GSH y en especial la N-acetilcistema (NAC), se han mostrado eficaces en la 
protecciôn del organismo frente al estrés oxidativo, ayudando a preservar la funciôn de los sistemas 
rejuladores y por tanto mantener la salud, y aumentando la esperanza de vida media en roedores. 
Los resultados obtenidos en la présente tesis demuestran que la administraciôn de NAC (600 
mg/dia) a mujeres postmenopâusicas es una estrategia eficaz, incluso en tratamientos cortos (2-4 
m:ses) y a edades avanzadas (may ore s de 70 arios), para mejorar de manera prolongada el deterioro 
funcional de las defensas inmunolôgicas asociado a la edad y disminuir el estrés oxidativo. Estos 
efictos son coincidentes con el aumento de los disminuidos niveles de GSH en el interior de los 
leucocitos. Ademâs, se comprobô que la determinaciôn del GSH plasmâtico no es un marcador 
acecuado para conocer el nivel de este antioxidante en el organismo, puesto que, debido a su 
smtesis intracelular, puede no relacionarse con el que estâ présente en otras localizaciones, como
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son las células inmuni tarias circulantes en sangre periférica, sin duda una muestra de mayor 
significado biolôgico que el plasma.
Por otra parte, el enriquecimiento ambiental (EA) supone una aproximaciôn experimental 
en modelos animales al mantenimiento de una vida social, intelectual y fîsica activa en humanos. 
Son muchos los estudios que han demostrado los benefîcios del EA a lo largo del envejecimiento 
revirtiendo el deterioro neurologico, cognitivo y conductual que se produce con la edad. También, 
estudios recientes han demostrado el beneficio de un EA en la reduccion del desarroUo de la 
patologi'a cerebral y en la mejora de la cogniciôn asi como de las conductas, como por ejemplo 
aquéUas relacionadas con la ansiedad, en diferentes modelos murinos transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer. No obstante, los estudios que relacionan el EA con el sistema 
inmunitario a lo largo de la edad son muy escasos, e inexistentes en el caso de enfermedades 
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento, como es el Alzheimer.
Los resultados obtenidos en la présente tesis demuestran que la exposiciôn de ratones de 
distintas edades a un ambiente rico en actividades intelectuales y fisicas produce una importante 
mejora conductual, neurolôgica e inmunitaria a lo largo de envejecimiento. Esta mejoria es mâs 
marcada en los individuos de edades mâs avanzadas, en los que el declive asociado a la edad es 
mayor. Ademâs, el establecimiento temprano de un EA y su mantenimiento hasta los ültimos 
momentos, no sôlo aumenta la salud en base a dichos parâmetros sino también la esperanza de vida 
media de los individuos. En el caso del estudio en el modelo murino para la enfermedad de 
Alzheimer, el deterioro de la red inmunoendocrina es menor en los animales 3xTgAD que han 
vivido en un ambiente rico en actividades intelectuales y fisicas que en los no enriquecidos de su 
misma condiciôn, incluso tiempo después de haberles sido retirado el mismo. Este efecto 
beneficioso se observa especialmente en el grupo de machos, que son los que sufren de forma mâs 
marcada el declive inmunoendocrino asociado a la enfermedad. No obstante, los animales no 
transgénicos, y en especial las hembras, se muestran susceptibles a la retirada del ambiente 
enriquecido, presentando un deterioro mayor al mostrado por las hembras control en algunos 
marcadores clave del sistema inmunoendocrino.
En conclusiôn, una adecuada funciôn inmunitaria es esencial para alcanzar la longevidad 
con buen estado de salud. Sencülas estrategias como mantener una vida social, intelectual y fîsica 
activa, contrôlât los niveles de estrés, o el aporte de precursores de antioxidantes endôgenos tienen 
un fuerte impacto sobre la misma, ayudando a envejecer saludablemente y /o  contribuyendo a 
aumentar la calidad de vida en la vejez.
Palabras clave: Envejecimiento, Longevidad, Sistema Inmunitario, Oxidaciôn-inflamaciôn, 
Ansiedad, Aislamiento Social, Alzheimer, N-acetilcistefna, Enriquecimiento Ambiental.
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MECHANISMS OF IMMUNE-SENESCENCE AND LONGEVITY. 
POSSIBLE STRATEGIES TO IMPROVE THE QUALITY OF LIFE WITH AGEING.
The free radical theory of ageing is one of the most accepted theories that better explains 
the ageing process, according to which, ageing is the result of oxidation by free radicals produced in 
necessary oxygen consumption. Thus, the ageing process starts in mitochondria of differentiated 
cells, such as neurons. Moreover, immune cells are important sources of endogenous oxidative- 
inflammatory compounds, and recent studies support a key role for the immune system, not as base 
of the ageing process, but as system that importantly influences its rate. Inflammation and oxidative 
stress generated by leucocytes throughout life, aiming to defend the organism against pathogens, 
when not perfectly regulated, participate not only in immune-senescence but also in physiological 
ageing, accelerating the process, and leading to health loss which results in premature death. 
Moreover, given the close interactions among regulatory systems, the immune, nervous and 
endocrine systems, alterations in one or more can lead to disruption of their communication, 
resulting in the great majority of age-related physiological dysfunctions, based on worsening of 
homeostatic loss. In this context, it is of great interest to study these regulatory systems in 
individuals that have achieved a longevity close to the maximum of their species. Over the last 
decade, a number of scientific studies have focussed on immune system in human centenarians. 
This research has described a variety of immune markers of health and longevity, which are 
preserved in centenarians, whereas deterioration of those parameters has been related to increased 
biological age, morbidity and mortality, and in some cases to presence and/or severity of 
neurodegenerative processes. However, most studies on centenarians have focussed on one or few 
parameters, losing the overall context. This limitation can be avoided by use of long-lived animals, 
but research on these animals has been very scarce so far. Thus, to date, mechanisms underlying 
maintenance of immune functions in longevity are poorly understood, but nor are the reasons for 
oxidation-inflammation and functional loss in the elderly.
Thus, in the present doctoral thesis, female mice of different ages, including adult, old and 
very long-lived, were used. Very long-lived animals had clearly survived over the mean life span of 
mice in our animal house, whereas the age of old animals corresponded with the highest age-related 
mortality rate. The results confirmed that a wide variety of peritoneal immune cell functions are 
preserved in long-lived mice, whereas they are markedly deteriorated in old animals. This is the case 
of N K  activity, macrophage chemotaxis and phagocytosis, as well as lymphocyte chemotaxis and 
concanavaline A (ConA)-induced proliferation. In addition, we show that the pro- and anti­
inflammatory cytokine (IL-la/p, 3, 6 and 12, IFN-y, TNF-a; and IL-4, 10, 13) responses to ConA 
and LPS in leucocytes from long-lived animals are adult-like, whereas they show an important 
decline in old subjects. Levels o f growth factors and regulatory cytokines (IL-2, 5 and 17, VEGF) 
are also better preserved in long-lived than in old animals. However, alterations in certain immune
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parameters seem to be less relevant in longevity  ^ achievement, since old and long-lived subjects 
shnw similar changes. This is the case of several chemokine levels (KC, MCP-1, MIP-1[3. 
KiNTES).
Long-lived animals also show decreased LPS-induced proliferation and increased 
membrane expression of TLR-2 and TLR-4 on B cells. This decline in LPS-stimulated proliferation 
is more marked in old subjects, but membrane expression of TLRs on B cells is not increased as 
compared to the adults. Conversely, a strong increase in TLRs expression on CD8+ cells, and 
especially on CD4+ cells together with the dramatic decline in ConA-induced proliferation is found 
in leucocytes from old subjects, whereas all these are maintained in the long-lived. Thus, our results 
suggest that B cells are primarily affected by immune-senescence in the long-lived, in contrast to 
old individuals, in which T would be the first cells from the adaptive immunity altered by ageing, 
ccntributing to the functional decline in B cells.
Chronic oxidation in immune cells from old subjects is demonstrated in our results by 
increased levels of oxidized glutathione and xanthine oxidase activity, and decreased values of 
reduced glutathione (GSH), and glutathione peroxidase and catalase activities. In addition, chronic 
inflammation in leucocytes from old animals is shown by increased levels of pro-inflammatoiy 
cytokines, such as IL-1(3, 3, 6 and 12, IFN-y, and TNF-a, and decreased levels of anti-inflammatoiy 
C}tokines, such as IL-10, in resting leucoc)l;e culture supernatants. In contrast, high basal catalase 
activity together with intensified levels of IL-10 in resting leucocytes, stand out as key mechanisms 
pieventing the age-related chronic oxidative-inflammatory process, which is not found in long- 
lired. High values of both parameters seem to be associated with increased life span, and therefore 
can be pointed out as longevity markers. In addition, the results obtained in the present thesis 
demonstrate that controlled activation of the transcription factor NFxB in nuclei from leucocytes in 
resting conditions is crucial for maintenance of this reducing and anti-inflammatory environment, 
w.iich allows the adequate immune response in the long-lived. However, in old individuals, an 
excess o f NFxB activation was found, which is related to the increased chronic oxidatixn- 
inflammation and the functional decline of leucocytes. Moreover, among old animals, only thpse 
showing controlled activation of NFxB in leucocytes achieved longevity, further supporting the cey 
rcle played by this transcription factor in ageing and longevity.
As regards morphological age-related changes in brain, long-lived animals also show 
atrophy and morphological deterioration, but regions where these changes start are different vith 
respect to old subjects. Entorhinal cortex is the brain region primary affected in the old, wheieas 
cerebral decline in the long-lived initiates in somatosensory cortex.
In addition, long-lived animals show protein oxidative damage marker levels in brain ind 
spleen similar to the adults, which are increased in old subjects, especially as regards brtin. 
However, according to our results, the idea that controlling eveiy  ^ oxidation marker in one or the 
other location leads to extended life span is not correct, and thus one type of damage is more
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relevant to another in terms o f ageing and longevity. In this respect, increased levels o f MDAL 
stand out as overall markers of protein oxidative damage with ageing, whereas decreased levels of 
AASA in brain can be regarded as a longevity marker. Furthermore, our results do not show a 
consistent age-related decline in chymotrypsin or caspase-like activities of 20S proteasome, thus 
changes in those activities do not directly map protein oxidative damage as regards ageing and 
longevity. In addition, the results on lipid susceptibility to oxidation show that low brain values of 
Double Bound Index, Peroxidizability Index and Average Chain Length are intra-species longevity 
markers in mice, and correspond with a diminished poly-unsaturated fatty acid fraction. However, 
similarly to protein oxidative damage, the idea that controlling every highly unsaturated fatty acid 
results in prolonged longevity is wrong. More concretely, low brain levels of docosapentanoic acid 
series 6 stand out as longevity  ^markers. Besides, higher content of docosahexanoic and diminished 
content of linoleic can be pointed out as overall ageing markers.
Based on the communication among immune, nervous and endocrine systems, our 
research group has found, in previous studies, that mice showing increased reactivity to stress and 
chronic anxiety ,^ also exhibit premature immune-senescence as regards several immune parameters. 
Moreover, these animals show increased oxidative stress, which results in accelerated physiological 
ageing of the nervous, endocrine and immune systems, leading to their premature death. The results 
obtained in the present thesis show that chronic anxiety and stress in humans lead to accelerated 
deterioration of the same immune parameters. The first condition studied was in women who 
suffered chronic anxiety as determined by the Beck Anxiety Inventory, and the second disturbance 
in people with psychosocial stress due to their homelessness. Thus, both chronic anxiety and stress 
are confirmed as models of premature ageing in humans.
Furthermore, age-related loss o f homeostasis is associated with reduced capacity to adapt 
to stressful emotional situations. Moreover, social isolation is a frequent condition in aged humans, 
and especially among women, due to their longer life span. Thus, in the present PhD project, we 
developed a model of social isolation during old age in female mice. The results obtained show that 
social isolation from old to very old age intensifies the age-related immune-endocrine decline, 
causing a great impact on corticosterone levels, and on several immune functions as well as on the 
intracellular levels in leucocytes of the most powerful antioxidant present in the organism, the 
GSH. All this is in spite of a normal previous social hfe.
As regards pathological ageing, Alzheimer's disease is the most frequent neurodegenerative 
disease in current societies. Recent studies have found that several functions of the peripheral 
immune system that change throughout the ageing process, such as the phagocytic capacity and 
proinflammatory response, show increased deterioration in individuals who suffer from this disease, 
which contribute to its development and/or course. Thus, patients with Alzheimer's disease could 
show a premature ageing as compared to healthy elderly subjects of the same age. Nevertheless, 
controversial results have been described in humans, mostly related to difficulty in keeping strict
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inclusion criteria among participants, whereas their low numbers have not made it possible so far to 
exolore for gender differences. Research has provided extremely valuable animal models, which 
allDw avoidance of these limitations. Among those, the triple transgenic mice (3xTgAD) model 
developed in the Irvine University of California stands out. These animals harbour the P3’/mi46V, 
A^Pswe y taup30]L transgenes, and mimic the neuropathology of the human brain with Alzheimer, in 
th; relevant regions of the disease and in an age-dependent manner. Thus, in the present thesis we 
studied several functions and GSH content of cells from peripheral immune system, as well as 
phsma corticosterone, on female and male 3xTgAD old mice. On the wild type C57BL/129Sv 
mce (NTg), from which 3xTgAD mice were obtained, we analyzed the same parameters aiming to 
determine the effect of ageing and gender, and relate them to the status of 3xTgAD animals. Thus, 
wc also used female and male adult and old NTg mice. The results show that systemic immune- 
se.iescence and age-related decline o f immune-endocrine network is accelerated and more 
pionounced in old 3xTgAD animals. In addition, the increased mortality rate observed in 3xTgAD 
miles is related to the increased vulnerability of the immune-endocrine network that male animals 
show.
Among the possible interventions in the ageing process, supplementation with adequate 
amounts of antioxidants is a potentially useful strateg}  ^ in the context of the free radical and 
oridative-inflammatory theories of ageing. More specifically, GSH precursors and especially N- 
acetylcysteine (NAC), have been shown to be efficient in protecting the organism against oxidative 
stress, helping preserve the function o f the regulator}^ systems, and thus health, and increasing 
average life span in mice. The results obtained in the present thesis show that NAC administration 
(610 mg/day) to postmenopausal women is an effective strategy, even in short-term treatments (2-4 
months) and at advanced ages (women over 70 years), leading to extended improvement of 
inmune responses and decreased oxidative stress. These effects are coincident with the increase of 
th: age-related diminished GSH levels in peripheral leucocytes. In addition, we show that 
determination of plasma GSH is not an adequate marker to know the levels of this antioxidant in 
tfe body, as it can be unrelated to the levels in other locations, such as peripheral lymphocytes and 
neutrophils, due to its major intracellular synthesis.
Environmental enrichment (EE) represents an experimental approach in animal models to 
maintenance of an active social, intellectual and physical life in humans. A variety of studies have 
demonstrated beneficial effects of EE  throughout the ageing process, reversing the age-related 
neurologic, cognitive and behavioural decline. In addition, recent studies have shown the benefits 
of EE in reducing the development o f brain pathology and improving cognition and behaviours, 
such as those related to anxiety, on different transgenic models for Alzheimer's disease in rodents. 
However, research on the possible effects of EE on the immune system with ageing is scarce. In 
acdition, this field has not been explored so far in the case o f age-related neurodegenerative 
diseases, such as Alzheimer.
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The results obtained in the present thesis demonstrate that mice of different ages exposed 
to an environment rich in mental and physical activities show significant improvements in a great 
variety of immune parameters, behaviour and brain atrophy. This improvement is more marked in 
animals at advanced ages, in which the age-related decline o f those parameters is greater. In 
addition, early establishment o f EE and its maintenance until death, not only improves the quality 
of life in terms of those markers, but also increases the average life span of the subjects. The study 
of the effects of EE in the murine model for Alzheimer’s disease show that deterioration of 
immune-endocrine network is lower in old 3xTgAD animals that have been exposed to an EE 
since adulthood, compared to non-enriched animals of the same condition, even after its removal. 
This beneficial effect is observed especially in the male group, which shows the most marked 
immune-endocrine deterioration. However, NTg animals, and especially the female group, seem to 
be susceptible to EE removal, exhibiting a greater decline in several key immune-endocrine markers 
as regards non-enriched NTg females.
In conclusion, adequate function of the immune system is essential in achieving longevity^ 
with good health. Easy strategies, such as maintenance of an active social, mental and physical life, 
control of stress levels, or supplementation with precursors of endogenous antioxidants, cause a 
great impact on the immune function, helping healthy ageing and/or contributing to improved 
quality of life in the elderly.
Key words: Ageing, Longevity, Immune System, Oxidation-inflammation, Anxiety, Social 
Isolation, Alzheimer, N-acetylcysteine, Environmental Enrichment.
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Intxoduccion
1.1. MECANISM OS D E  IN M U N O SE N E SC E N C IA  Y LONGEVIDAD.
1.1.1. E l envejecimiento y sus caracteristicas.
El aumento en la esperanza de vida media de las poblaciones de los paists 
desarrollados, que en la actualidad ronda los 75-83 anos, ha dado lugar a un interts 
generalizado por conocer cuales son los mecanismos que nos hacen envejecer y finalmene 
morir. En este sentido, el interés del estudio de estos procesos en aquellos individuos qie 
alcanzan edades extremas es de indudable.
Para comprender el papel del sistema inmunitario en el proceso de envejecimieno 
es necesario primeramente conocer algunos conceptos basicos sobre este proceso. El 
envejecimiento puede ser definido como el deterioro progresivo y generalizado de lis 
funciones del organismo, que conduce a una menor capacidad de adaptacion a los cambics 
y de mantenimiento de la homeostasis. Esta acumulaciôn de cambios adversos con la edad 
aumenta el riesgo de enfermedad y finalmente résulta en la muerte del individuo. De esa 
forma, a pesar de que el envejecimiento no es una enfermedad en si mismo, si que ;e 
encuentra fuertemente asociado al padecimiento de enfermedades.
Existen cuatro reglas que definen el envejecimiento, indicadas por Strehler ya ei 
1977, se trata de un proceso universal, progresivo, intrinseco, y deletéreo para el individu) 
aunque no asi para las poblaciones.
Una de las caracteristicas mâs importantes del envejecimiento es su 
heterogeneidad, ya que bay procesos que mantienen su capacidad funcional hasta los 8(- 
90 anos, mientras que otros se alteran en edades mucho mâs tempranas. Del mismo mod) 
que existe esta heterogeneidad en la tasa de envejecimiento de los diferentes ôrganos y 
tejidos de un individuo, existe una heterogeneidad entre individuos de un poblaciôn de a 
misma especie con igual edad cronolôgica, puesto que no todos ellos presentan tam poo 
idéntica tasa de envejecimiento. Esto ha conducido al concepto de edad biolôgica, qie 
hace referenda a la edad fisiologica, sin que formen parte de él los procesos patolôgico;. 
Para el establecimiento de la edad biolôgica se hace necesaria la determinaciôn de ui 
numéro de variables fisiolôgicas, bioquimicas y psicolôgicas, que cambian con la edad y 
cuyo cambio se relaciona con una muerte prematura (De la Fuente, 2008a). Dich) 
concepto parece mâs fiable como indice de salud y rendimiento fïsico y mental que la edal
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cronolôgica, dada la gran variaciôn interindividual que acompana al proceso de 
envejecimiento (Shock, 1979).
La invesdgaciôn mâs compléta en torno a la edad biolôgica fue reaüzada >or 
Eorkan y Norris (1980) en un estudio longitudinal sobre mâs de mil personas. El anâisis 
retrospectivo de dicho estudio mostrô que los sujetos que presentaban ciertos parâmetos 
mâs envejecidos que la mayoria de individuos de su misma edad cronolôgica, tenian meior 
esperanza de vida. N o obstante, ni en dicho estudio ni en la mayoria de investigacioies 
acerca de la edad biolôgica reaüzadas en el pasado se consideraron parâmetos 
inmunitarios, que en la actualidad se estiman esenciales y altamente representadvos d; la 
verdadera edad biolôgica de un individuo. Asi, estudios mâs recientes han demostrado ma 
correlaciôn positiva entre la longevidad y el mantenimiento de una funcionalidad adectada 
ce las células T, las N K  y las fagociticas (Ferguson et al., 1995; Ogata et al., F97; 
Guayerbas et al., 2002a; 2002b; Guayerbas y De la Fuente, 2003; De la Fuente, 2002; Eb la 
Fuente et al., 2005; De la Fuente, 2008a; 2008b; De la Fuente y Miquel, 2009).
1.1.2. E l com o, el dônde y el porqué del envejecimiento. N ecesidad  de una te*ria 
integradora para explicar el envejecimiento.
Uno de los principales retos para los gerontôlogos consiste en ser capaces de 
ciscernir entre las causas del envejecimiento y sus efectos, en sistemas tan complejos cono 
los organismos vivo s. De hecho, la mayoria de las teorias del envejecimiento indcan 
eventos que son consecuencia del envejecimiento y no su causa. Con cada descubrimimto 
importante de la biologia molecular o celular han aparecido nuevas teorias del 
envejecimiento o se han modificado las ya existentes. Asi, muchas de las tecrias 
actualmente aceptadas, que tratan de explicar el envejecimiento desde distintos punto; de 
\ista, se complementan y completan mutuamente.
Para contestar a las preguntas clave de la gerontologfa; el cômo, el dônde ' el 
porqué del envejecimiento, se han propuesto mâs de 300 teorias (Medvedev, 1990), qu( en 
su mayoria pueden agruparse bajo dos enunciados; teorias de envejecimiento genédcamtnte 
programado y teorias de envejecimiento por acumulaciôn de dano o epigenéticas.
Segun las teorias de envejecimiento genéticamente programado, el envejecimiento 
es el resultado de un programa genético direccionado a ese objetivo. En la actuaüdac no 
existen evidencias directas de que existan genes especifîcos con objeto de envejecer (Le la
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Fuente, 2008a), a pesar de que existen genes que indirectamente si que tienen una 
influencia sobre la longevidad y que han venido a denominarse gerontogenes (Rattan,
1995). Por tanto, el proceso de envejecimiento, que se inicia tras la maduraciôn 
reproductiva, es el resultado de eventos que no se encuentran genéticamente programados, 
sino que se producen de manera estocâstica o al azar (Hayflick, 2007). Teorias como el 
limite mitôtico de Hayflick (1980) o el acortamiento de los telômeros (Harley et al., 1990) 
no explican la base del envejecimiento del organismo, y deben ser consideradas como 
posibles explicaciones a procesos de diferenciaciôn celular o de senescencia replicativa 
celular.
Una de las teorias que goza actualmente de una mayor aceptaciôn entre los 
gerontôlogos es la teoria de los radicales libres, que fue propuesta por Harman ya en 
1956 y posteriormente perfilada por otros autores, entre los que destacan cientificos 
espaholes (Harman, 1972; Miquel et al., 1980; Miquel y Fleming, 1986; Miquel, 1992; Barja, 
2004). El concepto fundamental de esta teoria epigenética es que el envejecimiento es el 
resultado de la acumulaciôn de dano a biomoléculas producido como consecuencia de las 
reacciones de oxidaciôn por parte de los radicales libres (RL) y las especies reactivas de 
oxigeno (ROS), que son altamente reactdvos e inestables, pero inevitablemente se producen 
en nuestras células como resultado del necesario consumo de oxigeno (Fig. 1).
Esta teoria se apoya en una multitud de hechos, entre los que destacan: la relaciôn 
inversa entre la longevidad maxima de las especies y la tasa de metabolismo basai; la 
acumulaciôn de granules de lipofucsina, que es un producto terminal de la peroxidaciôn 
Lipidica, en diverses tejidos; la apariciôn de enfermedades en la vejez en cuya patofisiologia 
se encuentran impHcados los radicales libres, como son el Alzheimer o la aterosclerosis; el 
efecto beneficioso de la restricciôn calôrica sobre la longevidad; y la relaciôn entre la vida 
media y el estado de oxidaciôn del individuo (considerando tanto los niveles de oxidantes 
como los de antioxidantes y enzimas de su metabolismo).
Dado que el oxigeno se emplea principalmente en la respiraciôn que permite el 
mantenimiento de los procesos metabôHcos en los que se basan los sistemas biolôgicos, la 
mitocondria, y mâs especifîcamente el A D N  mitocondrial, son probablemente las primeras 
dianas de esta oxidaciôn. De esta forma surge la teoria mitocondrial del envejecimiento 
que vendria a complétât la teoria de Harman en su forma original. Esta teoria mitocondrial 
estâ basada en el dano que los radicales libres llevan a cabo sobre el genoma mitocondrial, 
dando lugar a que las mitocondrias pierdan su capacidad bioenergética, lo que conduce al
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envejecimiento y muerte de las células y, finalmente, del organismo (Miquel et al., 1980; 
1984; Miquel y Fleming, 1986; Miquel, 1992).
Como pmeba de las alteraciones mitocondriales en el envejecimiento se encuentran 
diversos cambios observados en eUas con la edad como son: la disminuciôn en el numéro 
de mitocondrias; las alteraciones estructurales (vacuolizaciôn de la matriz, cambios en las 
crestas, depôsitos de glucôgeno, etc.) que se producen en las mismas; la disminuciôn de la 
actividad de los complejos enzimâticos; la acumulaciôn de compuestos de tipo lipofucsina; 
d aumento en la producciôn de radical superôxido y perôxido de hidrôgeno; y la 
disminuciôn del contenido en ADN mitocondrial. Como primeramente indicaron Miquel y 
sas colaboradores (Miquel et al., 1980; Miquel y Fleming, 1986; Miquel, 1992), el proceso 
ce envejecimiento se inicia por tanto en las células postmitôticas, que no pueden regenerar 
enteramente estas organelas. Por otra parte, la tasa mitocondrial de generaciôn de radicales 
ce oxigeno, el grado de insaturaciôn de sus membranas lipfdicas, asi como el dano al ADN 
mitocondrial son menores en las especies mâs longevas (Pamplona y Barja, 2003).
Las principales clases de macromoléculas biolôgicas: Kpidos, âcidos nucleicos, 
proteinas e hidratos de carbono son susceptibles al ataque oxidativo. Aunque la oxidaciôn 
ce todas estas macromoléculas es una de las consecuencias naturales de la vida aerôbica, su 
nodificaciôn oxidativa snele alterar la funciôn que desempenan en la célula, poniendo en 
resgo la homeostasis celular. Asi por ejemplo, la peroxidaciôn lipidica modifica las 
membranas biolôgicas en las que tiene lugar provocando una alteraciôn de la fluidez, un 
aumento de la viscosidad, asi como descensos en su resistencia eléctrica. También facilita el 
htercambio de fosfoHpidos entre las dos monocapas e incrementa los entrecmzamientos 
con proteinas, lo que disminuye la movilidad lateral y rotacional de las mismas (Richter, 
1987). Ademâs, la peroxidaciôn lipidica conUeva una serie de reacciones paralelas, que 
ceterminan la formaciôn de compuestos ciclicos, endoperôxidos, que al descomponerse, 
forman productos como el malondialdehido (AIDA), que es el marcador mâs ampliamente 
ctilizado, muy reactivos y con capacidad de reaccionar con otras moléculas como proteinas 
y ADN.
Las células han desarroUado toda una serie de m ecanism os defensives para 
protegerse frente a la toxicidad del oxigeno. En especial, existe toda una variedad de 
defensas antioxidantes que previenen de la formaciôn excesiva de ROS o los neutrahzan 
tras su generaciôn. Sin embargo, estos mecanismos de defensa no son infahbles, de modo 
eue cuando se produce un desequilibrio entre los compuestos oxidantes y las defensas
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antioxidantes, causado por un exceso de ROS y /o  una m enor disponibilidad de los 
antioxidantes, se da lugar a una situaciôn de estrés oxidativo que résulta en el dano celular 
(Sies, 1986), y se encuentra en la base del envejecimiento y de las enfermedades asociadas al 
mismo (Sastre et al., 2000). A pesar de esto, no podemos olvidar que el oxigeno es esencial 
para la vida, y de hecho, las ROS en concentraciones adecuadas intervienen en una variedad 
de procesos fîsiolôgicos que son fundamentales para nuestra supervivencia (Knight, 2000; 
Yoon et al., 2002).
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Figura 1. Teoria de la oxidaciôn o de los radicales libres para explicar el proceso de envejecimiento. El 
envejecimiento es consecuencia de la acumulaciôn de dano oxidativo a biomoléculas causado por la alta 
reactividad de los radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno (ROS) producidos en las células, 
especialmente en las mitocondrias, com o resultado del necesario uso del oxigeno. Puentes exôgenas y los 
leucocitos, principalmente mediante escapes en el transcurso del estallido respiratorio, pueden también 
conducir al aumento de ROS y RL. El primer RL que aparece en las células es el aniôn superôxido (O2 '), que 
se transforma en perôxido de hidrôgeno (H2O 2) y radical hidroxilo (OH*), el RL mâs reactivo, que lleva a 
cabo la oxidaciôn de biomoléculas. Las células han desarroUado una amplia variedad de mecanismos 
antioxidantes para defenderse de la toxicidad del oxigeno. Destacan las enzimas superôxido dismutasa (SOD), 
que transforma el O 2 ' en H 2O 2 , y catalasa (CAT), que neutraliza este ultimo y es especialmente relevante para 
la protecciôn frente al estrés oxidativo severo. El glutation reducido (GSH) es el antioxidante no enzimâtico 
mâs importante que présenta el organismo para eliminar el perôxido de hidrôgeno y los perôxidos orgânicos a 
través de la enzima glutation peroxidasa (GPx), que lo transforma en su forma oxidada (GSSG). La enzima 
antioxidante glutation reductasa (GR) se emplea para devolver al glutation su poder reductor. N o obstante, 
ciertos niveles de ROS son necesarios para multitud de procesos fîsiolôgicos que son esenciales para la 
supervivencia, por lo que las funciones del organismo se basan en un equilibrio perfecto entre ROS y 
protecciôn antioxidante. El proceso de envejecimiento es resultado del desequilibrio entre ambos, que 
conduce al estrés oxidativo, resultando en el dano celular y el deterioro de las funciones celulares.
También existen m ecanism os de reparaciôn y de recambio de los componentes 
danados, que junto con los mecanismos de eliminaciôn de los compuestos oxidantes
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siDonen los sistemas clâsicos de protecciôn frente al dano en las células. Por ejemplo, las 
pDteinas oxidadas son degradadas por el sistema lisosomal y preferentemente a través del 
pDteasoma 20S (Szweda et al., 2002). El desequilibrio entre éstos y el dano celular da lugar 
a ma acumulaciôn de dano, que tiene como resultado la pérdida funcional y, finalmente, la 
rmerte de las células.
No obstante, estudios recientes apoyan la idea de otra Hnea de defensa basada en la 
svsceptibilidad inherente de las macromoléculas al dano oxidativo. Esta 
susceptibilidad, definida como la facüidad a sufrir dano oxidativo, esta intrinsecamente 
as)ciada con la composiciôn quimica especifica de las protemas, âcidos nucleicos, iïpidos y 
carbohidratos. En el contexto del estrés oxidativo, es especialmente relevante enfatizar que: 
a) los residuos de metionina de las protemas se encuentran entre los aminoâcidos mâs 
susceptibles a la oxidaciôn por radicales libres, y también los de cistema (Stadtman et al., 
2(05); b) de las 4 bases nuecleotidicas, la guanina es la que, generalmente, se oxida con mâs 
fæüidad (Bjelland y Seeberg, 2003); c) los âcidos grasos altamente insaturados de las 
rrembranas celulares son las macromoléculas mâs susceptibles al dano oxidativo en las 
cdulas, sensibilidad que aumenta en funciôn del numéro de dobles enlaces (Huübert et al., 
2(07). Finalmente, d) la reactividad de los carbohidratos, centrândonos especialmente en 
loi monosacâridos de interés biolôgico, depende de su existencia en la estructura abierta 
(arbonilo) o en anillo (hemiacetal o hemiquetal). La glucosa es el monosacârido mâs 
esable y menos reactivo (Bunn y Higgins, 1981).
Con estas premisas, los datos disponibles muestran que en vertebrados 
homeotermos longevos (mamiferos y aves): a) las proteinas celulares tienen un menor 
percentaje de metionina (Portero-Otin et al., 2004; Ruiz et al., 2005); b) la guanina es el 
nicleôtido menos abundante en el A DN  mitocondrial (Samuels, 2005); c) los âcidos grasos 
alamente insaturados (con mâs de dos dobles enlaces) son menos abondantes en las 
rrembranas biolôgicas (Hulbert et al., 2007; Pamplona y Barja, 2003) y d) la glucosa se 
recela como el combustible metabôHco universal y es el monosacârido mâs abundante 
(lunn y Higgins, 1981).
Como norma, las reacciones qufmicas en las células vivas se encuentran bajo un 
eïricto control enzimâtico, de acuerdo con un programa metabôHco estrechamente 
r^ulado. Un importante factor implicito a la evoluciôn biomolecular es la minimizaciôn de 
racciones latérales no deseadas. N o obstante ocurren reacciones incontroladas y 
potencialmente deletéreas, incluso bajo condiciones fisiolôgicas. Asf pues, a partir de los
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datos disponibles se puede inferir que, a lo largo de la evoluciôn, las especies animaes 
aerobias de larga vida fueron disminuyendo la abundancia relativa de los com ponents 
estructurales mâs sensibles al dano oxidativo, obteniendo de esta manera una mayor 
estabilidad estructural y una menor susceptibilidad al estrés oxidativo (Pamplona y Bar a, 
2007).
Considerando todo lo anteriormente expuesto, estas teorias nos aproximan a 
entender cômo se produce el proceso de envejecimiento; a través de la oxidacion 
provocada por el estrés oxidativo que se encuentra en la base de multitud de cambbs 
asociados a la edad que afectan a muchos aspectos, incluyendo a aquellos morfolôgicos, 
fîsiolôgicos y comportamentales, y a todos los niveles de organizaciôn, esto es, moleculir, 
celular, tisular, orgânico y al del organismo en su totalidad. También responden a la 
pregunta acerca de dônde se inicia el envejecimiento; en las células postmitôticas. Pen, 
(jpor qué envejecemos?
Para comprender el porqué del envejecimiento, es necesario considerar varas 
teorias evolutivas publicadas largo tiempo atrâs. Segun éstas, el envejecimiento ;s 
consecuencia de caractères seleccionados en la evoluciôn por ser ventajosos para bs 
jôvenes, lo que permite a éstos Uegar a la edad reproductiva en la mejor condiciou, 
asegurando asf la perpetuaciôn de la especie, sin considerar que sean luego esos mism)s 
caractères desventajosos para los viejos. Parece évidente que la selecciôn actua previamene 
a la edad adulta y el mantenimiento de la especie tiene mâs sentido biolôgico que la 
longevidad del individuo. Lamentablemente, esto conduce a que la longevidad no puede ær 
seleccionada, ya que la reproducciôn tiene lugar en la edad joven, de modo que se ha:e 
dificil la selecciôn de los genes para aumentar la longevidad entre generaciones (Wülians, 
1957). De este modo, el envejecimiento del individuo de una determinada especie animJ, 
que es resultado de la pérdida de su capacidad bioenergética y de sus funciones fisiolôgias 
una vez que alcanza su madurez sexual, y que finalmente le conduce a la muerte, :s 
irrelevante desde el punto de vista evolutivo, puesto que los genes de la misma, a pesar ie 
que se encuentren alojados en somas desechables, tienen una capacidad de supervivenca 
ilimitada gracias a la reproducciôn sexual (Kirkwood y HoUiday, 1979).
Dada la complejidad que caracteriza al proceso de envejecimiento, una teofa 
basada en un ùnico mecanismo es incapaz de dar una explicaciôn satisfactoria para todos 
los aspectos que caracterizan al mismo. Esto justifica la propuesta de una teora 
integradora que incluye conceptos desarrollados en el pasado que han dado lugar a
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explicaciones parciales acerca del mecanismo de este proceso y otros mâs actuales (Miqud, 
1991; 1998; Vina et al., 2007; De la Fuente y Miquel, 2009), que en conjunto nos permitei 
afirmar que el envejecimiento es el resultado de la diferenciaciôn de las células somâtica;, 
especialmente de aquéllas incapaces de dividirse taies como las neuronas. Este proceso :e 
encuentra asociado a un alto consumo de oxigeno por parte de las mitocondrias, que 
résulta en el dano oxidativo a sus moléculas, en especial al ADN mitocondrial. Por tanto, d 
consumo de oxigeno, necesario para la producciôn de energia que potencia las funciones 
durante la edad reproductiva, es también el principal mecanismo del declive funcional que 
se produce con posterioridad a ésta. Por ultimo, dado que el envejecimiento es irrelevane 
desde el punto de vista de la supervivencia de las especies, que se encuentra asegurada a 
través de la reproducciôn, no puede ser considerado un efecto programado de los altcs 
niveles de estrés oxidativo.
1.1.3. Papel del sistem a inmunitario en el envejecimiento. La teoria de oxidaciôi- 
inflamaciôn.
Recientemente, las aportaciones de nuestro grupo y de otros autores (De la Fuene 
et al., 2005; D e Martinis et al., 2005; Salvioli et al., 2006; De la Fuente, 2008a) hm 
conducido a la elaboraciôn de una nueva teoria de envejecimiento, que proporciona mayor 
precisiôn a los conceptos unificadores mencionados con anterioridad. Esta nueva teora 
propone un papel central del sistema inmunolôgico, no como base del envejecimiento, siro 
como mecanismo que modifica la tasa a la que éste se produce. Segun ésta, la inflamaciôn y 
el estrés oxidativo crônico en los leucocitos jugarian un papel fundamental en a 
inmunosenescencia, contribuyendo de forma déterminante a la pérdida de la homeostaas 
corporal y de la salud, a la aceleraciôn del proceso de envejecimiento y a la muere 
prematura (De la Fuente, 2008b; De la Fuente y Miquel, 2009). Asi, a pesar de que en û 
pasado ünicamente se considéré la participaciôn del sistema inmunitario en el componerue 
inflamatorio del envejecimiento, Uevando al grupo de Franceschi a acunar el térmiro 
"inflamm-aging" (Salvioli et al., 2006; Franceschi, 2007), éste ha sido mâs recientemene 
sustituido por el de "oxi-inflamm-aging", haciendo referenda también al importante papel 
que juegan los leucocitos en la oxidaciôn que se produce con la edad (De la Fuente y 
Miquel, 2009).
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1.1.3.1 La inm unosenescencia. E l sistem a inmunitario com o marcador de edad 
biolôgica.
El envejecimiento va acompanado de un declive en los sistemas fîsiolôgicos, 
incluyendo al sistema inmunitario. La inmunosenescencia en si misma puede ser 
considerada como la prueba de que los efectos beneficiosos del sistema inmunitario en su 
fervor por neutralizar a los agentes dafïinos en etapas tempranas de la vida, son los mismos 
que se hacen perjudiciales para el individuo en su vejez, en una etapa no prevista por la 
evoluciôn (De Martinis et al., 2005).
Ya en el pasado surgieron varias teorias que impUcaron al sistema inmunitario en 
los procesos de envejecimiento (Walford, 1969; Burnet, 1970; Makinodan y Kay, 1980), en 
base al control que este sistema ejerce sobre las células transformadas y por tanto en el 
mantenimiento de la integridad del organismo, a su deterioro progresivo que se manifiesta 
como una menor capacidad de respuesta al avanzar la edad, y al hecho de que este 
deterioro es primario, como lo sugiere la involuciôn temprana del timo, ôrgano crucial del 
sistema inmunitario.
En efecto, con el envejecimiento se pierden y deterioran los tejidos linfoides de 
timo, bazo, ganglios y médula ôsea. El timo tiene un papel central en los cambios del 
sistema inmunitario con la edad, que ha llevado incluso a denominarle el “reloj biolôgico” 
del envejecimiento (Aw et al., 2007; Gruver et al., 2007).
Ademâs, con el paso del tiempo se produce una disminuciôn en la eficacia 
funcional del sistema inmunolôgico, asi como en su capacidad de respuesta. Como 
consecuencia, existe en los individuos ancianos, una mayor incidencia de infecciones, 
enfermedades autoinmunes y cânceres (Ginaldi et al., 1999a; 1999b). De hecho, los 
procesos infecciosos son una de las principales causas de la elevada tasa de mortalidad en 
las poblaciones de edad avanzada (High, 2004; Kumar y Burns, 2008). Por tanto, el sistema 
inmunitario se détériora con la edad, y este hecho es déterminante en la mayor morbüidad y 
mortalidad asociada al envejecimiento (Wayne et al., 1990). Por el contrario, el 
mantenimiento de un buen estado funcional del sistema inmunitario es un predictor no 
sôlo de salud sino también de longevidad, como veremos mâs adelante (Wayne et al., 1990). 
Por estas razones, se ha propuesto la valoraciôn de dicho estado como un excelente 
marcador de edad biolôgica. N o obstante, conviene tener en cuenta que la valoraciôn de un 
ùnico parâmetro inmunitario no permite determinar una buena o mala funciôn inmunitaria.
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Ademâs, la heterogeneidad en las edades cronolôgicas de los animales de experimentacioi 
utilizados en los diversos estudios, ha dado lugar a una gran disparidad de resultados ea 
cuanto a los cambios de ciertas funciones inmuni tarias con la edad. Asf, el empleo dt 
animales muy jôvenes como representativos de la edad adulta puede inducir a error cuando 
son comparados con individuos viejos puesto que en muchos casos se ha observado uni 
sirmlitud en ciertos parâmetros inmunitarios entre los animales muy jôvenes y los viejos, 
siendo dichos parâmetros significativamente diferentes a los observados en los animales 
adultos (Medina et al., 1998; De la Fuente, 2007). Del mismo modo, a lo largo dd 
envejecimiento se podrian producir procesos multifâsicos en un intento del organismo por 
recuperar la homeostasis, que podrian Uevar a la conclusiôn equivocada de que dichas 
funciones no se deterioran al envejecer. Por otra parte, la existencia de efectos tanto 
circadianos como circanuales sobre el sistema inmunitario hace importante la consideraciôa 
tanto de la hora del dfa como de la estaciôn del ano en que se han realizado los estudios 
(Hiemke et al., 1995; Haus y Smolensky, 1999). Ademâs, dada la compleja red d: 
interacciones que se establece entre las células inmunitarias, la presencia de unas u otras e.i 
una determinada localizaciôn asf como el estfmulo empleado para desencadenar la 
respuesta inmunitaria, pueden ser déterminantes a la hora de estudiar los cambios asociados 
a la edad en dicha respuesta (De la Fuente, 2003; 2007).
A pesar de todas estas cuestiones y de existir cierta controversia al respecto, en la 
actualidad se acepta que prâcticamente todos los componentes del sistema inmunolôgico 
asf como sus interacciones sufren una profunda reestructuraciôn con el envejecimiento, que 
conduce a cambios que incluyen parâmetros disminuidos y también aumentados (Ortega et 
al., 2000a; Pawelec et al., 2002; De la Fuente et al., 2005; De la Fuente, 2008a; 2O08b; 
Kumar y Burns, 2008). De este modo, una inflamaciôn crônica en bajo grado (De Marinis 
et al., 2005; Salvioli et al., 2006), y sin embargo un desvfo hacia una respuesta Th2 
antiinflamatoria cuando la inflamaciôn es realmente necesaria para combatir una infecciôn 
(Ginaldi et al., 1991a; Lord et al., 2001), parecen ser hechos bien establecidos que se 
producen en la inmunosenescencia. La respuesta inmunitaria se encuentra medada 
principalmente por moléculas como las citoquinas, que comunican a las células 
inmunolôgicas entre sf. Algunas de las mâs importantes y sus efectos moduladores mâs 
destacados se muestran en la tabla 1.
Una de las manifestaciones mâs claras y mejor estudiadas de la 
inm unosenescencia  se refiere a los cambios que acontecen en la composiciôn de las
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poblaciones leucocitarias con la edad, asf como en la expresiôn de sus marcadores de 
superficie. Entre los cambios mâs évidentes en este sentido esta el que se produce en las 
células T. En general, podemos decir que el numéro de linfocitos T CD3+ disminuye con 
la edad de forma signifîcativa, probablemente como consecuencia del proceso de 
irvoluciôn tamica (Pawelec et al., 2002). Sin embargo, se ha observado que no todas las 
sibpoblaciones de células T se comportan igual. Asi, se ha comprobado que los linfocitos 
CD4+ de sangre periférica disminuyen con el paso del dempo de forma mâs acusada que 
les CD8+. Ademâs, en ambas subpoblaciones, las células vfrgenes son las que 
pdncipalmente van desapareciendo al envejecer (Chen et al., 2002). En este sentido, otros 
aitores han indicado una expansion clonal con el envejecimiento de estos dpos celulares, 
principalmente de los linfocitos CD8+, pero también de los CD4+ (Maini et al., 1999), 
sendo la mayoria de eUos negativos para el marcador CD28 (Boucher et al., 1998). La 
pérdida de este marcador coesdmulador, supone que la mayoria de estos linfocitos estân en 
u i estado de reposo, en el caso de los CD8+ (Franceschi et al., 1999), o son incapaces, en 
e caso de los CD4+, de promover la diferenciaciôn y la secrecion de anticuerpos por parte 
ch los linfocitos B. Estas células CD4+CD28- son ademâs potentes secretoras de 
ctoquinas proinflamatorias como el IFN-y (Weyand et al., 1998). Por otro lado, se ha 
om probado también que los linfocitos T yô disminuyen con el envejecimiento, si bien 
sifren un aumento de la expresiôn del marcador de activaciôn CD69 (Colonna-Romano et 
a., 2002). Recientemente, se ha mostrado que las células T  reguladoras, de carâcter 
sipresor, aumentan en numéro con la edad, mientras que parecen mantener su capacidad 
fincional, lo que podria expUcar, al menos en parte, la mayor actividad supresora en los 
kdividuos ancianos (Gregg et al., 2005; Trzonkowski et al., 2006).
Todos estos cambios cuantitativos han sido correlacionados con la longevidad de 
los individuos y con el riesgo de mortalidad y morbihdad. Asi, Luciani et al. (2001), 
CDnsideran el descenso de las células T  vfrgenes y el aumento de las de memoria como un 
paràmetro predictor de mortalidad, mientras que otros autores han definido el fenotipo 
iamunitario de riesgo en funciôn del aumento de los linfocitos CD8+, la disminuciôn de 
los CD4+ y CD19+, junto con una pobre respuesta UnfoproUferativa, puesto que se 
eicuentran asociados con una mayor probabilidad de muerte (Wikby et al., 1998; De 
Martinis et al., 2006).
Ademâs, de entre todas las células que componen el sistema inmunitario (Fig. 2), 
los linfocitos T han sido los mâs estudiados y se considéra que su funcionalidad, en
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especial la de los linfocitos T helper, es la mâs afectada por el proceso de envejecimiento 
(Miller, 1996; Casde, 2000; Pawelec et al., 2002; Aw et al., 2007; Gruver et al., 2007). Una 
de las funciones mâs importantes de los linfocitos T es la proliferacion en respuesta a un 
antigeno especifico o expansiôn clonal. Se ha comprobado que la capacidad proliferativa en 
respuesta a mitôgenos estâ significativamente reducida con la edad tanto en humanos como 
en ratones, y también en modelos de envejecimiento prematuro en raton (Guayerbas et al., 
2002a; Pawelec et al., 2002; De la Fuente, 2008a; 2008b).
mnale «Timunty 
(rapo iwpooM)
AdapOveimmurMy 
(akMr rMpons«)
A
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Figura 2. Algunos de los principales componentes celulares de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa. 
Las células N K T y T yô son linfocitos citotôxicos que se encuentran en la interfase entre ambos tipos de 
inmunidad.
En relaciôn con la producciôn de citoquinas, una de las mâs estudiadas por su 
importancia en los procesos de linfoproliferaciôn es la interleuquina 2 (IL-2) (Pahlavani y 
Richardson, 1996). La mayoria de los autores coinciden en serialar que esta citoquina 
disminuye con la edad en humanos y roedores, al igual que en modelos murinos de 
envejecimiento prematuro, (Guayerbas et al., 2002a; Pawelec et al., 2002; De la Fuente, 
2008a; 2008b), aunque otros han observado un aumento en la producciôn de esta citoquina 
en animales viejos por parte de las células CD4+CD28-, en condiciones basales (Weyand et 
al., 1998). En cuanto al resto de citoquinas, los resultados son mâs controvertidos, 
observândose en la vejez aumento s, disminuciones o niveles similares a los de adultos. Asi, 
en el caso del IFN-y, se han descrito tanto mayores niveles de esta citoquina con la edad 
(Hobbs y Ernst, 1997; Weyand et al., 1998; Globerson y Effros, 2000) como disminuciones 
de la misma (Candore et al., 1993; Cakman et al., 1996). Otras citoquinas como la IL-4, IL-
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5, IL-10 e IL-8 parecen aumentar al envejecer (Cakman et al., 1996; Hobbs y Ernst, 1997; 
Mariani et al., 2001), aunque también se han descrito descensos o ninguna modificaciôn en 
SIS niveles (Candore et al., 1993; Kirman et al., 1996). Estos resultados contradictorios 
pieden deberse, como se indicé anteriormente, a diferencias en la edad cronolôgica de los 
arimales estudiados, en la localizaciôn de la que se han obtenido los linfocitos, o en las 
ccndiciones expérimentales y de cultivo de los mismos. Asf, por ejemplo, Colonna- 
Romano et al. (2002), observaron que la producciôn basai de TN F-a por parte de linfocitos 
T  yô de individuos viejos es mayor que la de los adultos pero su capacidad de producirlo en 
reîpuesta a un estfmulo estâ disminuida.
Como paso previo a la linfoproliferaciôn, los linfocitos deben migrar hacia el foco 
df infecciôn. Este trâfico linfocitario estâ mediado por las interacciones secuenciales entre 
dk tin tas moléculas de adhesiôn de los hnfocitos y el endoteho, que permiten a los linfocitos 
alandonar el torrente sanguineo para infiltrar los tejidos danados. En este contexto son 
también de gran importancia las quimioquinas, que regulan todos estos procesos de 
adhesiôn y trâfico leucocitario. Entre las moléculas de adhesiôn, se ha observado que, en 
general, aumentan con la edad. Concretamente, De Martinis et al. (2000), han comprobado 
que los linfocitos T  de individuos viejos sobre-expresan las moléculas de adhesiôn CD49d, 
CD50 y CD62L, si bien, el numéro de células que lo hacen es menor que en los individuos 
acultos. Consecuentemente, la adherencia de los linfocitos de sangre periférica en humano 
y de los procedentes de peritoneo de ratôn es mayor en individuos de edades avanzadas 
que en adultos, y en ratones que presentan un envejecimiento prematuro con respecte a sus 
contrôles de edad (De la Fuente, 2008a; 2008b; De la Fuente et al., 2008). En cuanto a las 
quimioquinas, algunas de las mâs implicadas en el trâfico de linfocitos son la IL-8, 
R \N TE S, M lP -la  y MIP-1[3 (Middleton et al., 1997), siendo las très ultimas especialmente 
importantes en la redistribuciôn de los linfocitos T  memoria hacia ôrganos linfoides como 
les ganglios (Tedla et al., 1998). En estudios recientes se ha comprobado que los Hnfocitos 
T de individuos viejos producen mayores cantidades de M lP-la, IL-8 y RANTES tras ser 
e‘timulados con anti-CD3 que los de jôvenes, pero, sin embargo, la expresiôn de los 
receptores (CCRl, CCR3 y CCR5) para estas citoquinas estâ disminuida (Mariani et al., 
2001, 2002). Por otra parte, en trabajos previos de nuestro grupo hemos podido comprobar 
que los Hnfocitos de ratones viejos procedentes de ôrganos inmunocompetentes, presentan 
ma mayor capacidad migratoria que los de los animales adultos (Medina et al., 1998b), 
nientras que la quimiotaxis de Hnfocitos peritoneales de ratôn o de sangre periférica en
56
Introducciôn
humanos de edades avanzadas se encuentran disminuidas (De la Fuente, 2008a; 2008b; De 
la Fuente et al., 2008). También, la quimiotaxis de linfocitos peritoneales de ratones 
prematuramente envejecidos se encuentra disminuida con respecto a sus contrôles de edad 
(Viveros et al., 2007; D e la Fuente, 2008a; 2008b).
Ademâs de las funciones comentadas hasta ahora, otros procesos de las células T  se 
deterioran con el paso del tiempo. Uno de eUos, fundamental para el correcto 
funcionamiento del sistema inmunitario es la muerte celular programada o apoptosis. 
Mediante él se Ueva a cabo la eliminaciôn de las células senescentes o defectuosas, evitando 
que se liberen al medio externo sustancias intracelulares que podrfan danar a las células 
vecinas provocando reacciones inflamatorias. En diversos estudios se ha observado que la 
expresiôn de CD95 en leucocitos aumenta con la edad (Aggarwal y Gupta, 1998; Pawelec et 
al., 1999; Schindowski et al., 2000), lo que se ha correlacionado con una susceptibiüdad de 
sufrir apoptosis, que parece ser mayor con el envejecimiento. Esta mayor susceptibihdad a 
sufrir apoptosis se ha asociado también con el estrés oxidativo intracelular, que se 
encuentra aumentado en la vejez con respecto a los valores de adultos (Schindowski et al.,
2000). Sin embargo, otros autores consideran que CD95 no es un buen marcador de 
susceptibilidad frente a la apoptosis ya que en células CD8+ resistentes a la apoptosis, su 
expresiôn estâ aumentada (Effros y Pawelec, 1997; Spaulding et al., 1999). Asi, parece ser 
que otros mediadores en los procesos apoptôticos, las caspasas, correlacionan mejor con la 
sensibilidad a dichos procesos. Se ha observado que las actividades caspasa 3 y 8, tanto 
constitutivas como inducidas por CD95, estân aumentadas en células de individuos viejos y 
disminuidas en los linfocitos T  CD8+ resistentes a apoptosis (Aggarwal y Gupta, 1999; 
Spaulding et al., 1999). O tro de los factores que influye en la apoptosis es el perfîl de 
producciôn de citoquinas de la célula T, aunque no existen conclusiones claras al respecto. 
Parece que el perfîl Th2 confiere cierta resistencia frente a la apoptosis inducida por CD95, 
aunque esto no se ha observado en otras formas de muerte celular programada 
(Varadhachary et al., 1997; Zhang et al., 1997). Ademâs, las células T  CD8+ con 
susceptibilidad disminuida a la apoptosis presentan un perfîl tipo T h l (Solana y Pawelec, 
1998).
En cuanto a los linfocitos B, parece ser que sufren un descenso pronunciado en 
sangre periférica con la edad, aunque los niveles de inmunoglobuiinas circulantes aumentan 
con el envejecimiento (PaganeUi et al., 1992). Algunos autores postularon en el pas ado que 
los defectos funcionales de los linfocitos B que se observan con la edad, se deben mâs a las
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dteraciones en las células T que cooperan con eUos que a ese descenso en su numéro 
(Weksler, 2000). N o obstante, estudios recientes indican que parece existir también un 
deterioro intrinseco con la edad en los linfocitos B (Colonna-Romano et al., 2008). La 
manifestaciôn mâs clara de las alteraciones que se producen en la inmunidad humoral en 
ancianos es la déficiente generaciôn de anticuerpos especificos en respuesta a la vacunaciôn 
(Ben-Yehuda y Weksler, 1992). También se ha observado que la respuesta antigénica frente 
a antigenos extranos estâ reducida en los individuos viejos pero, sin embargo, la proporciôn 
de células secretoras de anticuerpos es mayor que en los individuos mâs jôvenes (Weksler, 
2000).
Aunque la médula ôsea no sufre un proceso de involuciôn como el timo, se ha 
observado una disminuciôn con la edad en el numéro de células B y de todos sus 
orecursores en esta localizaciôn inmunolôgica (Szabo et al., 1999; Weksler y Szabo, 2000), 
B que podria explicar el menor numéro de células B observado en la sangre periférica de 
individuos viejos (Huppert et al., 1998). De forma similar a lo que sucede con los linfocitos 
T, algunos autores, como Colonna-Romano et al. (2003), han descrito un aumento de los 
infocitos B memoria (CD27+) y un descenso de los vfrgenes (CD27-) en sangre periférica 
de ancianos. CD27 es un marcador imphcado en los procesos de diferenciaciôn de la célula 
B hacia célula plasmâtica. Asf, al tener menos células B vfrgenes, la respuesta de los 
individuos viejos frente a nuevos antigenos estarâ disminuida. Otras moléculas de 
superficie bâsicas para la funciôn de las células B y que se alteran con la edad son CD5 y 
CD40. CD5 estâ asociada con la producciôn de anticuerpos independiente de células T y 
parece ser relevante en la producciôn de los mismos inducida por células N K  (Blanca et al.,
2001). En cuanto a CD40, su uniôn con el ligando CD40L (GDI54), es necesario para la 
respuesta de anticuerpos dependiente de células T. Tanto las células B CD5+ como las 
CD40+ sufren una disminuciôn en cuanto a su numéro absoluto con el envejecimiento, 
pero en lo que se refiere al porcentaje, solo disminuyen los CD5+, permaneciendo igual los 
CD40+ (Colonna-Romano et al., 2003). Otros autores, por el contrario, han descrito un 
aumento en la proporciôn de linfocitos B CD5+ en sangre periférica de individuos viejos 
(Weksler et al., 1996; Weksler, 2000). En este sentido, se ha observado también un 
aumento en las inmunoglobuiinas en sangre periférica con el envejecimiento, siendo éstas 
en su mayoria autoanticuerpos. Se cree que las principales células productoras de estos 
autoanticuerpos son los linfocitos B CD5+ (Weksler et al., 1996; Weksler, 2000). Por otro 
lado, como ya indicaron Ligthart et al. (1990), una gran proporciôn de estos anticuerpos
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que aumentan con la edad son inmunoglobuiinas monoclonales, puesto que los fallos en el 
reordenamiento génico no afectan solo al BCR sino también a la diversidad del repertorio 
de inmunoglobuiinas y a la capacidad para generar anticuerpos de alta afinidad (Le Maoult 
et al., 1997; Weksler, 2000).
La capacidad proliferativa de los linfocitos B, como sucede con los T, estâ 
reducida. Se ha comprobado que la respuesta proliferativa frente a lipopolisacârido 
bacteriano (LPS), anti-IgM o anti-CD40 de células B esplénicas de ratones viejos, es 
significativamente menor que la de los animales jôvenes (Frasca et al., 2003).
Ademâs de estar en menor numéro, las células pre-B de animales viejos presentan 
una capacidad disminuida para madurar hacia células B y una elevada susceptibilidad de 
sufrir apoptosis (Szabo et al., 1999; Weksler y Szabo, 2000).
A pesar de que las alteraciones asociadas a la edad en las células de la inmunidad  
innata han sido menos estudiadas que las que se producen en linfocitos, las evidencias 
cientificas acumuladas durante la ultima década demuestran también un fuerte impacto del 
envejecimiento sobre este tipo de inmunidad. Los cambios asociados a la edad en las 
células “natural killer” (NK) han sido los mâs extensamente estudiados dentro de la 
inmunidad innata, y se considéra que sus alteraciones funcionales pueden contribuir de 
manera déterminante a la mayor incidencia de enfermedades infecciosas y, especialmente, 
neoplâsicas en el envejecimiento. Estas células representan una poblaciôn de linfocitos 
granulates grandes cuyo fenotipo en humanos, viene definido por la expresiôn de CD 16 
(un receptor para el fragmente Pc de las inmunoglobuiinas de tipo IgG) y CD56 (una 
isoforma de la molécula de adhesiôn neural N-CAM), asf como por la ausencia del 
complejo CD3. Otros marcadores caracterfsticos de estas células son CD57 y CD94 
(gUcoprotefnas tipo lectina C). Numerosos autores han senalado un aumento en el 
porcentaje de células N K  con la edad en sangre periférica (Borrego et al., 1999; Solana et 
al., 1999; Solana y Mariani, 2000; Ginaldi et al., 2001). Ademâs, dentro de esta poblaciôn 
podemos distinguir dos grupos en funciôn del grado de expresiôn de CD56. Asf, las células 
con baja expresiôn del marcador (CD56"^), que comprenden el 90-95% del total de células 
NK, son altamente citotôxicas y representan a la poblaciôn de células maduras. Por el 
contrario, aqueUas células N K  con alta expresiôn de CD56 (CD56^"^^*) son poco 
citotôxicas, proliferan marcadamente tras la uniôn de la IL-2 a su receptor de membrana, 
del que forma parte el antfgeno de diferenciaciôn leucocitaria CD25, y se consideran células 
inmaduras. Pues bien, se ha comprobado que el aumento que experimentan las células N K
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:on la edad se debe, principaimente, a las células CD56'^'”, es decir, a células fenotfpica y 
isiolôgicamente maduras (Krishnaraj y Svanborg, 1992; Borrego et al., 1999). Ademâs, la 
;xpresiôn de otros marcadores como CD57 también parece aumentar con la edad (Borrego 
:t al., 1999) mientras que la de los receptores inhibitorios (p58) no se modifica (Mariani et 
il., 1994).
Este aumento de las células N K  en sangre periférica con el envejecimiento, se 
lorrelaciona con la disminuciôn en el porcentaje de células CD3+ y con un aumento en la 
)roporciôn de las mismas que co-expresan marcadores de células NK, principaimente 
ZD57; las N K -T (Borrego et al., 1999; Tarazona et al., 2002). Se ha visto recientemente que 
lo todas estas células N K -T expresan los mismos marcadores y tampoco su funciôn seha 
a misma. Las células N K -CD 4+ disminuyen en sangre periférica al envejecer mientras que 
as N K-CD 8+ aumentan (De la Rosa et al., 2002; Tarazona et al., 2002).
A pesar de que los cambios en las subpoblaciones de células inmunitarias con la 
;dad pueden explicar algunas de las modificaciones que se producen en la respuesta 
nmunolôgica con el envejecimiento, como es el caso del aumento de la relaciôn de 
infocitos T  memoria y vfrgenes (Pawelec et al., 2002; Alberti et al., 2006), las variaciones 
zuantitativas con la edad en un tipo concreto de célula inmunitaria no tienen que estar 
isociadas necesariamente a cambios fi.mcionales en el mismo sentido. Un buen ejemplo de 
;sto lo suponen las células N K , que a pesar de aumentar en numéro sufren un claro dechve 
:n su capacidad citotôxica tumoral y en la producciôn de citoquinas (Ferrândez et al., 
1999; Pawelec et al., 2002; Solana et al., 2006; De la Fuente et al., 2008); hechos que se ven 
reflejados en modelos murinos de envejecimiento prematuro (Viveros et al., 2007; De la 
Fuente, 2008a; 2008b). Las células N KT también se ven afectadas con la edad en su 
funcionalidad (Gomez et al., 2008). Sin embargo, las causas de esta menor actividad de las 
lélulas N K  son aun poco conocidas ya que ni la uniôn célula efectora-célula diana ni el 
zontenido, distribuciôn y utilizaciôn de las perforinas parecen ser diferentes en funciôn de 
a edad (Mariani et al., 1996).
Ademâs, las células N K  dependen en gran medida para sus funciones de varias 
citoquinas, entre las que destaca la IL-2. En respuesta a eUa, las células N K  son capaces de 
aumentar su actividad citotôxica, prohferar, y producir y liberar diversas citoquinas, como 
d IFN-y o el TNF-a, y quimioquinas como la IL-8, RANTES o MIP-1 a. La disminuciôn 
en los niveles de IL-2 con el envejecimiento comentada con anterioridad, podrfa ser un 
factor a tener en cuenta a la hora de valorar las alteraciones que sufren las células N K  con
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el paso del tiempo. Asi, numerosos autores han estudiado los cambios en la respuesta de las 
células N K  tras ser estimuladas con IL-2 (Miller, 1991). En relaciôn con la actividad 
citotôxica, se ha podido comprobar que tanto la IL-2 como el IFN -a y y, son capaces de 
inducir actividad citotôxica frente a células K562 en animales viejos (Krishnaraj, 1992,
1997), pero este efecto desaparece cuando la célula diana pertenece a una llnea celular mâs 
resistente (por ejemplo, Daudi) (Kutza y Murasko, 1994). También se ha observado una 
menor capacidad proliferativa en respuesta a IL-2 de las células N K  de individuos viejos 
(Borrego et al., 1999) y alteraciones en el perfil de citoquinas secretadas. Asi, aunque la 
producciôn de TNF-a y la sintesis de perforina por parte de las células N K  se mantiene 
con el envejecimiento (Mariani et al., 1996; Borrego et al., 1999), la producciôn de IFN-y 
estâ disminuida en los individuos viejos (Krishnaraj y Blooma, 1996). Con respecto a las 
quimioquinas, se ha comprobado que la producciôn espontânea de IL-8, RANTES y MIP- 
1 a no se modifica con la edad, mientras que, en respuesta a la estimulaciôn con IL-2, los 
niveles de todas eUas son menores en las células procedentes de sujetos viejos (Mariani et 
al., 2001, 2002).
En relaciôn con las células fagociticas y presentadoras de antigeno, los trabajos 
son menos numerosos. Las principales células fagociticas son los macrôfagos tisulares, y los 
monocitos y neutrôfilos polimorfonucleares circulantes en la sangre. Estos tipos celulares 
Uevan a cabo una funciôn de defensa no especffica, que comienza con la adherencia a tejido 
endotelial o de otra clase, para moverse hacia el foco infeccioso, y finaliza con la 
destrucciôn del patôgeno; Uevando a cabo por tanto una serie de funciones secuenciales: 
adherencia, quimiotaxis, ingestiôn y digestiôn del material fagocitado, que constituyen lo 
que se conoce como proceso fagocftico. Tras el procesamiento del material extrano, los 
fagocitos pueden presentar los déterminantes antigénicos a los Hnfocitos, y ademâs 
producir una gran cantidad de factores y citoquinas que regulan la respuesta inmunitaria, 
jugando asf un papel importante tanto en su iniciaciôn como en su eficacia.
Algunos autores han observado que el numéro de monocitos de sangre periférica 
se mantiene con el paso del tiempo (Fagiolo et al., 1993; Cakman et al., 1996), 
acompanândose esto de un aumento en su actividad. También, en monocitos de sangre 
periférica, se han observado variaciones con la edad en la expresiôn de moléculas de 
histocompatibiHdad tipo II, encontrândose una mayor expresiôn de HLA-DQ pero menor 
de HLA-DR en ancianos que en adultos (Solana et al., 1991). En un estudio realizado con 
macrôfagos derivados de médula ôsea, Herrero et al. (2002) observaron que no habfa
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diferencias entre animales adultos y viejos en cuanto al numéro de macrôfagos ni a sis 
narcadores de superficie. Sin embargo, tras estimular dichos macrôfagos con interfercn 
IFN-y), la expresiôn de moléculas de histocompatibilidad tipo II y tipo lA  fie 
significativamente menor en las células de animales viejos. Por otro lado, Donnini et J. 
(2002) observaron que la expresiôn de moléculas de histocompatibilidad de clase I y II, æf 
como de los marcadores CD80 y CD86, no se modifica con la edad en las célulis 
presentadoras de antigeno de ratones BALB/c obtenidas del exudado peritoneal. Adems, 
la proporciôn de células Mac-3+ (macrôfagos) y C D llc +  (células dendriticas), tras cultivir 
las células peritoneales con GM-CSF e IFN-y durante 7 dias, fue la misma en los animabs 
viejos y en los adultos (Donnini et al., 2002). En cuanto a los neutrôfilos de sange 
periférica, varios autores han comprobado que la expresiôn de ciertas moléculas le 
adhesiôn se modifica con el envejecimiento. Concretamente, en el caso de C D llb  y CD 15, 
se ha indicado un ligero aumento de su expresiôn en individuos viejos (Esparza et d.,
1996), aunque Butcher et al. (2001) no observaron ningûn cambio en dichas moléculis. 
Estos mismos autores han encontrado también niveles similares de C D lla  entre adultoj y 
viejos, y una reducciôn en estos ultimo s en la expresiôn de CD16 en los neutrôfibs 
(Butcher et al., 2001).
N o obstante, a pesar de que en el pasado se creia que los fagocitos jugaban un pajel 
poco crucial en la dis funciôn inmunolôgica que se produce en la vejez, investigaciones nas 
recientes apuntan al declive general en las actividades funcionales de estas células cono 
una razôn fundamental que expHca la susceptibilidad y vulnerabilidad a infecciores 
bacterianas y vfricas en los individuos viejos, siendo éstas las causas mâs comunes ie 
enfermedad y muerte en ancianos (Ginaldi et al., 1999a; Lord et al., 2001; Fulop et al., 20(4; 
De la Fuente et al., 2004a; 2005; 2008).
En general, se ha observado en células polimorfonucleares de sangre periférica, 
una mayor adherencia, menor quimiotaxis y capacidad fagocftica, y alteraciones en la 
capacidad microbicida con la edad (Mohacsi et al., 1992; Malaguarnera et al., 2001). Se aa 
comprobado que la capacidad de adhesiôn a fibronectina y laminina de estas células es 
Hgeramente mayor en los individuos viejos, si bien, tras estimular los neutrôfilos con PIvA 
(forbol miristato acetato), fMLP (péptido formilado), GM-CSF o TN F-a, estas diferencas 
desaparecen (TortoreUa et al., 2000). Nuestro grupo también ha podido comprobar ma 
mayor adherencia de los neutrôfilos de sangre periférica en individuos de edades avanzacas 
(Alonso-Fernândez et al., 2008; De la Fuente et al., 2008). Ademâs, en el envejecimiento se
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ha descrito una menor capacidad migratoria o quimiotaxis (Izgüt-Uysal et al., 200!; 
Alonso-Fernândez et al., 2008; De la Fuente et al., 2008) y fagocitosis de los neutrôfilcs 
(Wenish et al., 2000; Butcher et al., 2001; Izgüt-Uysal et al., 2003; Alonso-Fernândez et al, 
2008; De la Fuente et al., 2008). Algunos autores han indicado que el reclutamiento de les 
neutrôfilos hacia el foco infeccioso estâ preservado en la vejez (Esparza et al., 1996; Lord et 
al., 2001) o incluso aumentado (Wenish et al., 2000), pero una vez en el dicho foco, d 
principal fallo de los neutrôfilos séria su reducida capacidad fagocftica (Lord et al., 2001. 
En cuanto a la funciôn microbicida, se ha observado que la degranulaciôn de enzimæ 
Ifticas en respuesta a fMLP estâ reducida en sujetos viejos (Lord et al., 2001), mientras qrc 
en la producciôn de radicales libres como el aniôn superôxido parece haber resultados 
contradictorios, debidos, en parte, a las diferentes condiciones de estimulaciôn de les 
neutrôfilos. Asf, algunos autores han observado que tras la estimulaciôn con fMLP, les 
niveles de este aniôn en células de individuos viejos se man tienen o aumentan iigerament 
(Esparza et al., 1996; Lord et al., 2001) mientras que otros han descrito una disminuciôn d  
los mismos (TortoreUa et al., 2000; Izgüt-Uysal et al., 2003). De forma similar, tras li 
estimulaciôn con PMA o partfculas de lâtex se han descrito aumentos en la producciôn d; 
superôxido por parte de los neutrôfilos de individuos viejos (Izgüt-Uysal et al., 2003 
Alonso-Fernândez et al., 2008), asf como niveles simUares a los de adultos en respuesta d 
primero (TortoreUa et al., 2000). Se ha indicado también una mayor producciôn de TNF- 
a por parte de los neutrôfilos con la edad, que podrfa estar relacionada con el mayor grado 
de apoptosis que sufren estas células con la vejez (Lord et al., 2001). Sin embargo, otro 
autores han senalado que, en el caso de la apoptosis espontânea, ésta es simUar ei 
neutrôfilos de individuos adultos y viejos (TortoreUa et al., 1999).
En cuanto a los m onocitos y macrôfagos, los resultados son tambiéi 
heterogéneos, dependiendo, entre otras cosas, de la locaUzaciôn de la que se hayai 
obtenido. Se ha comprobado que los monocitos de individuos adultos y viejos producen la 
mismas cantidades de RANTES y M lP -la  en ausencia de estimulaciôn, pero tras estimula 
las células con LPS, los niveles de estas quimioquinas son mayores en los viejos (Mariani e 
al., 2002). Otros autores, sin embargo, observaron una menor producciôn de G-CSF, GM 
CSF, IL-8, TNF-P, M lP -la  e IL-1(3 en monocitos de individuos viejos estimulados coi 
LPS (Gon et al., 1996; Sadeghi et al., 1999). En el caso de los macrôfagos, parece ser que 1; 
producciôn de IL-1 aumenta con la edad (De la Fuente et al., 2001). En cuanto al TNF-a 
se han descrito tanto aumento (Pedersen et al., 2000; Tang et al., 2000) como disminuciôi
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en sus niveles al envejecer (Corsini et al., 1999), con dependencia del estfmulo empleado. 
Concretamente en los macrôfagos alveolares, Zissel et al. (1999) senalaron que la liberaciôn 
espontânea de TN F-a, TGF-{3 e IL-6 es similar entre adultos y viejos. N o obstante, en 
estos macrôfagos la producciôn de ôxido nftrico (NO) se reduce con la edad (Koike et al., 
1999). Mancuso et al. (2001) comprobaron que la producciôn de metabolitos derivados del 
âcido araquidônico, como el leucotrieno B4 (LTB4) o la PGE2, no cambia con la edad, 
pero sf la capacidad fagocftica de estas células frente a K. pneumoniae, que resultô ser 
mayor que en los animales adultos. En relaciôn a los macrôfagos peritoneales, se han 
observado cambios en la mayoria de sus funciones. Asf, se ha descrito una disminuciôn de 
la quimiotaxis y la fagocitosis con la edad, y también en modelos murinos de 
envejecimiento prematuro, en los que el deterioro de la funcionalidad de estas células se ha 
relacionado especfficamente con la muerte temprana de los individuos (Guayerbas et al., 
2002b; Guayerbas y De la Fuente, 2003; De la Fuente, 2008a; 2008b). Ademâs, Ortega et al. 
(2000a; 2000b) no observaron cambios en la adherencia de los macrôfagos con la edad 
pero sf indicaron un aumento de la producciôn de aniôn superôxido, mientras que otros 
trabajos senalan una mayor capacidad de adherencia y una menor producciôn de dicho 
aniôn en los macrôfagos peritoneales de animales viejos (De la Fuente et al., 2000; 2001) o 
prematuramente envejecidos (Alvarado et al., 2006a; Alvarez et al., 2006).
Es mâs, los sistemas inmunitarios innate y adaptative ceeperan para asegurar 
una respuesta inmunolôgica ôptima, de modo que los cambios que se produzcan con la 
edad en la inmunidad innata van a tener un impacto sobre el sistema inmunitario 
adaptativo, y viceversa (Lord et al., 2001; Solana et al., 2006; De la Fuente, 2008a; 2008b; 
Gomez et al., 2008). Estudios recientes han mostrado que los defectos a lo largo de la edad 
en la activaciôn de las células T  por LPS pueden deberse al requerimiento de contactos 
celulares con células presentadoras de antfgeno viables, fundamentalmente macrôfagos y 
células dendriticas, cuya capacidad para inducir prohferaciôn de células T  se encuentra 
disminuida en humanos y ratones de edad avanzada (Stout y Suttles, 2005; De la Rosa et al., 
2006; Solana et al., 2006). También, la capacidad de los macrôfagos de estimular la 
producciôn de IL-2 por parte de las células T  estâ reducida en los ancianos (Zissel et al.,
1999). Por el contrario, una presentaciôn de antfgeno bien conservada es predictor de salud 
y supervivencia, y constituye parte intégrante del fenotipo de no riesgo extrafdo de estudios 
longitudinales en humanos octogenarios y nonagenarios, como veremos mâs adelante (De 
la Rosa et al., 2006). Ademâs, las células dendriticas captan antigenos, de modo que se
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produce su maduracion y se polarizan a células dendriticas de tipo 1 (DCl) o de tipo 2 
(DC2), dependiendo de su capacidad para favorecer la respuesta por parte de las células 
T h l o Th2, respectivamente. Como se comento anteriormente, investigaciones recientes 
sugieren que la respuesta de tipo T h l es la prédominante en adultos sanos normales, 
mientras que en ancianos fragiles prédomina la Th2, con el correspondiente cambio en el 
perfîl de citoquinas, lo que se ha sugerido como un mecanismo importante de la disfunciôn 
inmunitaria asociada a la edad, en el que podrian estar implicadas las células presentadoras 
de antigeno (Fig. 3) (Pawelec et al., 2002; Rafi et al., 2003). Donnini et al. (2002) estudiaron 
la funcionalidad de células presentadoras de antigeno maduras, obtenidas a partir del 
exudado peritoneal de ratones, tras cultivar las células con GM-CSF e IFN-y, concluyendo 
que no mantenfan su capacidad para estimular la actividad citotôxica ni la producciôn de 
IFN-y por parte de las células T  CD8+.
Finalmente, otros tipos celulares, como las células hematopoyéticas precursoras de 
leucocitos de sangre periférica (CD34+) también sufren los efectos del envejecimiento, 
disminuyendo con la edad tanto en humanos como en ratones. Este descenso se ha 
sugerido como marcador de envejecimiento (Bagnara et al., 2000).
En vista de todo lo anteriormente comentado, a pesar de la râpida acumulaciôn de 
nuevos datos en tom o a la inmunosenescencia, todavfa no se conocen con seguridad todos 
los cambios a los que conduce el proceso de envejecimiento en los diferentes aspectos de la 
funciôn inmunitaria, ni se comprende totalmente el papel especifico que juega el sistema 
inmunolôgico en dicho proceso.
11.3.2. E l sistem a inmunitario com o predictor de longevidad.
Del mismo modo que los individuos que presentan inmunosenescencia prematura a 
nivel de diversos parâmetros mueren de manera temprana, se ha observado que los sujetos 
longevos son capaces de preservar taies parâmetros, lo que confirma al sistema 
inmunolôgico como predictor de longevidad (Guayerbas et al., 2002b; Guayerbas y De la 
Fuente, 2003; Puerto et al., 2005; Alonso-Fernândez et al., 2008; De la Fuente y Miquel, 
2009).
Es indudable que para un mejor conocimiento del envejecimiento en general, y de 
la inmunosenescencia en particular, es de gran interés el estudio de aqueUos individuos que 
han logrado alcanzar edades cercanas a los limites de la vida mâxima de su especie. Estos
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Figura 3. Arquitectura de las interacciones intercelulares del sistema inmunitario (Kitano y Oda, 2006). E 
centro de la red de interacciones lo suponen las células T C D4+. Varios estfmulos de patogenos se transmitei 
a las células dendriticas (DC) que polarizan a las células T CD4. Las células T C D 4+ vfrgenes se diferencian \  
liberan citoquinas efectoras para que se continue la transmisiôn de la informaciôn. Todo el comportamientc 
de este subsistema se encuentra controlado por complejas transducciones de la serial, constituidas por la rec 
de citoquinas. Tras el reconocimiento del complejo MHC-péptido apropiado y /o  la recepciôn de estfmulos d( 
citoquinas, las células T CD4+ vfrgenes polarizan hacia T h l, Th2 o Tri dependiendo de los estfmulos dt 
citoquinas que reciban, que son suministradas por las células DC polarizadas y por una variedad de células de 
sistema inmunitario innato. Las células T hl se inducen a través de IFN-y, IL-12 e IL-18, y secretan citoquina: 
como IFN-y e IL-2, mientras que las Th2 se inducen a través de IL-4 y secretan IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10 
entre otras. Las citoquinas efectoras secretadas por parte de las células T hl y Th2 afectan a multiples tipof 
celulares. Por ejemplo, el IFN-y activa a las células B para segregar IgG2a e IgG3, la IL-2 activa a lo; 
linfocitos T citotôxicos (CTL), e IL-4 e IFN-y inhiben mutuamente el crecimiento de células T hl y Th2 
respectivamente. La IL-2 juega ademâs un papel importante determinando la dinâmica de la respuesta de la: 
células T, puesto que promueve el crecimiento y la activaciôn de células T CD44- C D 25+ reguladoras, qu< 
inhiben a las células T autorreactivas, ya sean T hl o Th2. Entre las posibles fuentes de la IL-2 implicada en li 
activaciôn de las células CD4+ CD 25+ se encuentran las DC.
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individuos longevos se consideran el paradigma del envejecimiento exitoso y su estudio ha 
contribuido al planteamiento de nuevas teorias sobre el envejecimiento entre las que 
destacan aquellas que implican al sistema inmunitario.
En estos individuos se han observado hechos sorprendentes como, por ejemplo, 
una capacidad Unfoproliferativa preservada en respuesta a anti-CD3 (Sansoni et al., 1997), 
PHA (Monti et al., 1992) y ConA (Puerto et al., 2005). También se ha comprobado que los 
precursores hematopoyéticos de leucocitos sanguineos (CD34+) preservan su capacidad 
proliferativa y la respuesta a distintos factores de crecimiento, de forma mâs eficaz que en 
individuos viejos de menor edad (Bagnara et al., 2000).
Asf pues, si las diferentes respuestas inmunitarias parecen verse afectadas de distinta 
forma por el proceso de envejecimiento disminuyendo, aumentando o manteniéndose al 
nivel de adultos (Fagnoni et al., 1996, 2000; Wack et al., 1998), existe una serie de 
parâmetros inmunitarios bien preservados en los centenarios (PaganeUi et al., 1992; Fagiolo 
et al., 1993; Sansoni et al., 1997; Bagnara et al., 2000; Alonso-Fernândez et al., 2008) y en 
los animales de experimentaciôn que alcanzan una elevada longevidad (Puerto et al.,
2005).Por este motivo, se propuso la teoria del remodelamiento, totalmente compatible 
con la teoria de oxidaciôn-inflamaciôn, segiin la cual, la inmunosenescencia es el resultado 
neto de una adaptaciôn continua por parte del organismo frente a los cambios deletéreos 
que se producen con el tiempo. La inmunosenescencia séria, por tanto, un proceso 
dinâmico que incluiria tanto pérdidas como ganancias (Franceschi et al., 2000a). La clave, 
en este contexto, es la adaptaciôn y, segun esto, los centenarios serian aqueUos con la mejor 
capacidad de adaptaciôn a las agresiones internas y externas y en particular a las que inciden 
en el sistema inmunitario (Franceschi et al., 2000b). De hecho, algunos autores puntuaUzan 
que el organismo se encuentra en constante cambio y la propia homeostasis debe ser un 
proceso no estâtico, por el que el organismo se encuentra continuamente reaccionando 
frente a factores agresores y es capaz de preservar la salud a través de un equiUbrio 
dinâmico, lo que vino a denominarse de manera clâsica "homeorresis" (Goya, 1999) y mâs 
recientemente "homeodinâmica" (Rattan, 2000; 2008a; 2008b).
Dentro de esta teoria del remodelamiento, hay que tener en cuenta el punto de vista 
evolutivo, lo que Franceschi y sus colaboradores han denominado teoria evolutiva de la 
inmunosenescencia (Ottaviani y Franceschi, 1997). Segun eUa, el sistema inmunitario ha 
sido seleccionado para preservar la homeostasis corporal hasta la reproducciôn, 
manifestândose asf hasta la edad adulta sus efectos benehciosos frente a patôgenos.
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■umores, etc. (Franceschi et al., 1999). En nuestros dias, la esperanza de vida se ha 
ncrementado notablemente y por lo tanto el sistema inmunitario tiene que seguir 
mfrentândose con toda una serie de retos inmunolôgico s no previstos por las fuerzas 
îvclutivas. Desde este punto de vista, la mayoria de los trabajos indican que la inmunidad 
idcuirida, mâs especializada y sofisticada, y también mâs reciente en términos evolutivo s, 
îs la que sufre el mayor deterioro con la edad, mientras que los mecanismos de la 
nmunidad innata, mâs antiguos y también menos especificos, estân mâs preservados o 
ncuso en ocasiones aumentado s (Franceschi et al., 2000a; De la Fuente, 2008a; De la 
Fuente y Miquel, 2009).
Ese progresivo aumento en la estimulaciôn de la inmunidad innata parece estar 
mplicado en el estado pro-inflamatorio que acompana al envejecimiento (De la Fuente y 
Miquel, 2009), si bien se ha observado que este estatus puede ser compatible con una 
orgevidad extrema (Baggio et al., 1998), siempre que no sea excesivo.
Como se ha comentado con anterioridad, en algunos aspectos de la respuesta 
.nmunitaria, los individuos longevos han sido capaces de mantener una funcionalidad 
similar a la de adultos. Este es el caso de la ya mencionada capacidad Unfoproliferativa 
freite a distintos estimulos (Monti et al., 1992; Sansoni et al., 1997). Asi, estudios recientes 
ban mostrado que una funciôn linfoproliferativa inducida por ConA y una presentaciôn de 
antigeno bien conservadas junto con un mejor mantenimiento del ratio C D 4/C D 8 son 
alganos de los biomarcadores inmunitarios que constituyen el fenotipo inmunolôgico de no 
riesgo en humano, extraidos de estudios longitudinales en octogenarios y nonagenarios, que 
conduce a salud y supervivencia (De la Rosa et al., 2006). Colonna-Romano et al. (2002) 
incicaron que aunque el numéro absoluto de linfocitos T yô estâ reducido en centenarios, 
su capacidad de activaciôn por LPS es similar a la de adultos. No obstante, trabajos previos 
de nuestro grupo de investigaciôn encontraron una proliferaciôn en respuesta a LPS de los 
leucocitos peritoneales de ratones longevos BALB/c reducida con respecto a los adultos, si 
bien este deterioro fue menor que en los viejos no seleccionados (Puerto et al., 2005). A 
pesar de eUo, los niveles de TN F-a inducidos por LPS son similares en ambos, adultos y 
lorgevos (Puerto et al., 2005).
Por otra parte, las células mononucleates de sangre periférica de individuos 
lorgevos muestran una mayor resistencia, al igual que las procedentes de ancianos sanos, a 
la ipoptosis inducida por estrés oxidativo (con 2-deoxi-D-ribosa), que las de los adultos 
(Monti et al., 2000). Es mâs, la tasa apoptôdca global del organismo es menor en los
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individuos centenarios en comparaciôn con los adultos y los ancianos sanos. Esta 
resistencia frente a la apoptosis séria un marcador de adaptaciôn a la exposiciôn crônica al 
estrés oxidativo y parece estar asociada con una menor pérdida del glutation (GSH) y, 
probablemente, una mayor eficacia en su reducciôn desde la forma oxidada (GSSG) en las 
células de centenarios. Otros autores han comprobado ademâs, que existen diferencias en 
la expresiôn de algunas caspasas, de forma que en los individuos longevos el patrôn de 
expresiôn se caracteriza por elevados niveles de caspasas 1 y 3 y bajos niveles de la caspasa 
8, mientras que en los viejos no seleccionados de menor edad se observan elevados los 
niveles de esta ultima (LaceUe et al., 2002).
La actividad N K  se encuentra preservada en individuos centenarios y en ratones 
longevos (Bonafé et al., 2001; 2002; Puerto et al., 2005). De hecho, una citotoxicidad N K  
preservada en el envejecimiento, que parece estar relacionada con un aumento en el 
numéro de células citotôxicas y a pesar de una cierta disminuciôn en la funciôn citotôxica 
por célula, es signo de salud y supervivencia (De la Rosa et al., 2006). Sin embargo, una 
actividad N K  disminuida, a pesar del aumento en el numéro absoluto de células que 
realizan esta funciôn, es parte del fenotipo inmunitario de riesgo y résulta en mayor 
morbihdad y mortalidad (De la Rosa et al., 2006).
En cuanto a las células fagociticas, se ha descrito un elevado nivel de 
granulocitos, principaimente neutrôfilos, en la sangre periférica de los centenarios. Estas 
células presentaron una mayor capacidad fagocftica y una menor generaciôn de aniôn 
superôxido que las procedentes de individuos viejos de menor edad (Miyaji et al., 2000). 
También, un estudio reciente de nuestro grupo mostrô en centenarios unos niveles 
funcionales de estas células semejantes a los de jôvenes de 25-35 ahos, hecho que se 
acompanaba de un contenido en glutation intracelular similar a los adultos y una actividad 
de la enzima catalasa incluyo mayor que éstos (Alonso-Fernândez et al., 2008).
Asf pues, parece que la clave para alcanzar una mayor longevidad estâ, no tanto en 
un respuesta inmunitaria excesiva, que aporta una ventaja ûnicamente en el corto plazo, 
sino en unas capacidades inmunitarias suficientes (menores en intensidad, pero igualmente 
eficaces), que permitan la adaptaciôn a largo plazo. Los centenarios no séria “los mejores” 
pero sf los “mejor adaptados” (Franceschi et al., 2000b). No obstante, en la actualidad, los 
mecanismos que permiten esta mejor adaptaciôn por parte del sistema inmunitario en los 
individuos longevos permanecen sin esclarecer en su totaHdad.
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1.13.3. E l estrés oxidativo, la inm unosenescencia y la longevidad.
En la base de la inmunosenescencia se encuentra la misma causa responsable de la 
senescencia de las otras células del organismo, esto es, el estrés oxidativo asociado al 
inevitable uso del oxigeno para la realizacion de las funciones celulares (De la Fuente, 
2O08a). Sin embargo, debemos considerar que las células inmunitarias necesitan de la 
producciôn de radicales libres y otros compuestos oxidantes e inflamatorios para llevar a 
cabo sus funciones defensivas en el organismo, y taies compuestos en exceso pueden 
resoltar daninos no sôlo para los propios leucocitos sino también para las células y tejidos 
proximo s (Knight, 2000; Yoon et al., 2002; De la Fuente et al., 2005; De la Fuente, 2008b). 
Ademâs, las caracteristicas de membrana de las células inmunitarias las hacen especialmente 
sensibles al dano por estrés oxidativo (Meydani et al., 1995). Por lo tanto, si todas las 
célilas del organismo necesitan mantener un equilibrio entre la producciôn de oxidantes y 
las defensas antioxidantes para prévenir un exceso de niveles de los primeros y el 
consecuente estrés oxidativo, el mantenimiento de este equilibrio es incluso mâs 
imoortante para las células inmunitarias, puesto que supone la preservaciôn de su capacidad 
funcional, y por tanto, de la salud.
En este aspecto, nuestro grupo ha podido comprobar que las células inmunitarias 
peritoneales de ratôn sufren un declive en defensas antioxidantes, taies como en los niveles 
de glutation reducido y en la actividad de las enzimas glutation peroxidasa, glutation 
recuctasa, superôxido dismutasa, y catalasa, mientras que los compuestos oxidantes, como 
el glutation oxidado, y el dano a sus biomoléculas taies como Hpidos y ADN, aumentan a lo 
largo del envejecimiento (De la Fuente et al., 2004a; 2005; De la Fuente, 2008a; 2008b). 
Tanbién hemos encontrado un aumento del estrés oxidativo en el bazo y en los leucocitos 
peritoneales de ratones prematuramente envejecidos, que sufren de ansiedad crônica, asf 
como en ratones machos en comparaciôn con las hembras (Alvarado et al., 2006a; Viveros 
et al., 2007; De la Fuente y Miquel, 2009). En contraste, como se comentô con 
amerioridad, los neutrôfilos de centenarios presentan un contenido en glutation intracelular 
similar a los adultos y una actividad de la enzima catalasa incluyo mayor que éstos (Alonso- 
Fernândez et al., 2008).
Ademâs, el estrés oxidativo y la inflamaciôn se encuentran fuertemente 
rehcionados, puesto que es bien sabido que el exceso de radicales libres puede inducir la 
respuesta inflamatoria, y es mâs, los radicales libres en sf mismos son efectores de la
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inflamaciôn (Kulinsky, 2007). De hecho, en la actualidad se considéra que muchas 
patologias asociadas al envejecimiento, como la hipertensiôn y la disfunciôn endotelial (De 
la Fuente et al., 2005; Csiszar et al., 2008), la aterosclerosis (Lobby, 2007) y las 
enfermedades neurodegenerativas (Yuan et al., 2007), incluyen en su patogénesis no sôlo 
procesos oxidativos, sino también un componente inflamatorio.
E n estudios realizados en humano, se ha observado que niveles circulantes de 
marcadores proinflamatorios, taies como el TNF-a, da lugar a fragiüdad y discapacidad en 
personas mayores y estâ asociado a demencia, invalidez funcional y alto riesgo de 
mortalidad (Mooradian et al., 1991; De Martinis et al., 2006). El T N F-a se ha vinculado con 
enfermedades como el Alzheimer y la cardiopatia isquémica (Franceschi et al., 2001; De 
Martinis et al., 2006). También, los niveles de enzimas y moléculas proinflamatorias, taies 
como la ciclooxigenasa 2, varias citoquinas y prostaglandinas, parecen encontrarse 
aumentadas en el envejecimiento (Chung et al., 2006). Por ejemplo, la prostaglandina E2 
aparece aumentada en los sobrenadantes de cultivo de leucocitos peritoneales procedentes 
de viejos (De la Fuente, 2004a). Es mâs, el aumento de los componentes inflamatorios 
puede explicar algunos aspectos de la inmunosenescencia (Meydani y Wu, 2007). En 
contraste, estudios recientes han mostrado menor expresiôn de genes que resultan en 
inflamaciôn y oxidaciôn en centenarios (Capri et al., 2006). D e esta forma, el equilibrio 
entre los componentes proinflamatorios, necesarios para hacer frente a los patôgenos y 
cruciales para la supervivencia del organismo, y los marcadores antiinflamatorios, se hace 
también fundamental para una respuesta inmunitaria adecuada, el mantenimiento de la 
salud y el envejecimiento saludable (Franceschi, 2007; Ostan et al., 2008). En este sentido, 
genotipos asociados a una elevada producciôn de citoquinas proinflamatorias como la IL- 
1 [3 o la IL-6 han sido asociados con menor supervivencia o menor probabilidad de alcanzar 
la longevidad extrema (Cederholm et al., 2007; Di Bona et al., 2009), mientras que los 
asociados a alta producciôn de citoquinas antiinflamatorias, taies como la IL-10, se han 
descrito como marcadores especificos de longevidad (Lio et al., 2002).
Los mecanismos que se encuentran en la base del mantenimiento de la respuesta 
inmunitaria y el estrés oxidativo controlado a lo largo del envejecimiento saludable 
permanecen sin esclarecer. El N FxB  destaca como potencial mediador de los efectos de la 
inflamaciôn y el estrés oxidativo sobre la funciôn inmunitaria a lo largo de la edad 
(Salminen et al., 2008). Este factor de transcripciôn es ubicuo, y se sabe que es activado por 
citoquinas proinflamatorias, taies como el TNF-a, y por condiciones oxidadvas, y en
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consecuencia induce la expresiôn de una variedad de genes que codifican moléculas 
implicadas en la respuesta inmunitaria e inflamatoria taies com o citoquinas y protemas 
proinflamatorias, y moléculas de adhesiôn (Fig. 4), conduciendo consecuentemente a un 
lumento en el estrés oxidativo y la inflamaciôn si no se contrôla adecuadamente (Drôge, 
2002a; De la Fuente, 2008b). Sorprendentemente, el T N F-a y citoquinas relacionadas 
pueden inducir efectos opuestos taies como la activaciôn y proliferaciôn celular o la muerte 
de ks células, y esto podrian realizarlo de manera importante mediante el control de la ruta 
del factor N F kB (Liang et al., 2004).
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Figura 4. Compleja senalizaciôn mediada por NFxB. La activaciôn del NFxB conduce a la expresiôn de una 
implia variedad de genes con efectos opuestos y déterminantes para la funcionalidad y respuesta celular, 
nchyendo aquéllos que codifican para multitud de citoquinas pro- y anti-inflamatorias asi com o otros 
neciadores de inflamaciôn, quimioquinas, moléculas de adhesiôn, mediadores de proliferaciôn y de muerte.
La activaciôn excesiva de esta via se ha relacionado con una ampHa variedad de 
enfermedades asociadas al envejecimiento, como por ejemplo la aterosclerosis (Ginn-Pease 
7 Whisler, 1998), con muchos procesos de inflamaciôn crônica, incluyendo la esclerosis 
multiple (Merrill y Beveniste, 1996; Barnes y Karin, 1997), y con un aumento de la 
mcrtalidad en modelos de shock endotôxico létal agudo (Victor y D e la Fuente, 2003).
72
Introducciôn
También, en estos ultimes se observô que el NFxB era regulado a la baja por precursores 
del glutation, que asf previenen de la oxidaciôn y la inflamaciôn excesivas (Victor y De la 
Fuente, 2003; Victor et al., 2003a). N o obstante, la activaciôn del NFxB ha sido 
escasamente estudiada en leucocitos a lo largo del envejecimiento, y los pocos estudios 
sobre el tema han encontrado resultados contradictorios, en parte debidos a las diferentes 
condiciones de estimulaciôn (Trebücock y Ponnappan, 1996; Chung et al., 2006). Por otra 
parte, la activaciôn de esta ruta en leucocitos de longevos no se conoce en absoluto.
Los receptores de tipo Toll (TLRs) también median su senalizaciôn a través de la 
activaciôn de factores de transcripciôn como el NFxB (Fig. 5). El papel clave de los TLRs 
como mediadores de la detecciôn y respuesta de las células inmunitarias a patôgenos 
invasores es bien conocido. En mamiferos, existen al menos 13 TLRs, que dependiendo de 
su disposiciôn en la membrana celular, reconocen distintos patrones moleculares asociados 
a patôgenos derivados de varios microorganismos, incluyendo bacterias, virus, protozoos y 
hongos (Kawai y Akira, 2007). De este modo, a pesar de la convergencia entre las cascadas 
de senalizaciôn iniciadas por diferentes TLRs, existe una amplia diversidad de respuestas 
funcionales a su activaciôn. En concreto, TLR-4 es esencial para el desarroUo efectivo de la 
respuesta inmunitaria frente al LPS de las bacterias Gram-negativas, y junto con el TLR-2, 
constituye el principal receptor para el reconocimiento de una variedad de componentes de 
las paredes celulares bacterianas (Hirschfeld et al., 2000).
Se ha encontrado expresiôn de TLRs en varios tipos celulares inmunitarios de 
mamiferos, taies como células B (Gerondakis et al., 2007), mastocitos (Iwamura y 
Nakayama, 2008), células N K  (Eriksson et al., 2006), células T  reguladoras (SutmuUer et al.,
2007), macrôfagos, monocitos, células dendriticas (Kaisho y Akira, 2006), neutrôfilos 
(Sabroe y Whyte, 2007) y basôfilos (Yoshimoto y Nakanishi, 2006). Asi, por ejemplo, 
algunos autores han descrito que la uniôn del TLR-4 a sus ligandos contrôla y coordina la 
divisiôn y la supervivencia o muerte de las células B a través de la via del NFxB 
(Gerondakis et al., 2007). No obstante, su expresiôn a lo largo del envejecimiento o la 
longevidad en estos tipos celulares ha sido escasamente estudiada.
Por otra parte, se ha observado activaciôn de TLRs en células gliales y en linfocitos 
que se infiltran en el sistema nervioso en respuesta a agentes infecciosos, dano tisular o 
condiciones autoinmunes (Okun et al., 2009). De este modo, mediante la producciôn de 
citoquinas proinflamatorias o moléculas de adhesiôn por parte de las células inmunitarias.
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os TLRs pueden danar indirectamente a las neuronas en condiciones como la isquemia o la 
îscerosis multiple.
A MyD88 dependent TLR activation B. MyD88 independent TLR activation 
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Figura 5. Senalizaciôn mediada por TLRs (Okun et al., 2009). Después del reconocimiento de patrones 
moeculares asociados a patôgenos, los TLRs activan la cascada de senalizaciôn celular que résulta en la 
necsaria respuesta inmunitaria requerida para la defensa del organismo ante éstos. Las ru tas de senalizaciôn 
acti/adas por TLRs se clasifican comùnmente en dependientes o independientes del Factor de Diferenciaciôn 
Mitloide 88 (MyD88), dado que ésta es la protema adaptadora universal reclutada por todos los TLRs con 
exc;pciôn del TLR3. A) La ruta dependiente de MyD88 activa dos cascadas de senalizaciôn que incluyen al 
conplejo IKK y a la familia de las MAP kinasas. El complejo IKK détermina la fosforilaciôn de las protemas 
IxE, que se degradan, lo que résulta en la translocaciôn al nücleo del NFxB. Los miembros de las MAPK 
fosbrilan y activan a la protema activadora 1 (AP-1). La activaciôn de ambos factores de transcripciôn 
corduce a la expresiôn de citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a. B) TLR-3 y TLR-4 son 
capices de reahzar su senalizaciôn a través de una ruta independiente de MyD-88. Mediante ésta, la activaciôn 
de TLR-4 culmina en la senalizaciôn por MAPK, activaciôn del NFxB y del factor regulador del interferôn 3 
(IR"3), y en la producciôn de IFN de tipo I.
Ademâs, estudios recientes indican que los TLRs tienen la capacidad de unirse a 
di\ersos ligandos endôgenos (Pandey y Agrawal, 2006), entre los que se encuentran las 
lipoproteinas oxidadas de baja densidad, implicadas en la aterosclerosis, y el péptido Ap, 
clave en la enfermedad de Alzheimer (Fassbender et al., 2004; MuUick et al., 2006). D e
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hecho, la activaciôn de TLRs promueve degeneraciôn neuronal en modelos expérimentales 
de Alzheimer (Okun et al., 2009).
N o obstante lo comentado, el potencial papel mediador de los TLRs en los efectos 
de la inflamaciôn y el estrés oxidativo sobre la funciôn inmunitaria a lo largo dei 
envejecimiento, permanece sin esclarecer.
I.I.3.4. La com u nicaciôn  neuro-m m uno-endocrina en el envejecim iento y la pérdida  
de la hom eostasis.
La homeostasis corporal es imprescindible para la supervivencia de los organismos. 
Para el mantenimiento de la misma, varios sistemas reguladores, el nervioso, el endoctino y 
el inmunitario, coordinan sus actividades con el fin de obtener una respuesta eficaz ante 
cualquier vatiaciôn en los medio s interno o externo. La existencia de esta com unicaciôn  
neuroinm unoendocrina es conocida desde tiempo atrâs, datando los primeros estudios 
del aho 1927, cuando Sir Thomas Lewis apunta la existencia de una relaciôn entre los très 
sistemas. Asimismo, los estudios realizados por Hans Selye (1936) demuestran como e] 
estrés causa atrofia del timo e hipertrofia de las glândulas adrenales. A estos primeros 
estudios les siguen toda una serie de trabajos en los que se confirman taies interacciones y 
se abandona la idea inicial de una actividad reguladora autônoma propia de cada sistema.
El sistema nervioso autônomo (SNA) inerva todos los ôrganos linfoides, ya sean 
primarios o secundarios, alcanzando tanto los vasos como el parénquima de los mismos 
(Felten et al., 1987; Felten y Felten, 1991; Friedman e Irwin, 1997). Por su parte, las células 
inmunitarias presentan una amplia gama de receptores especificos que les permiten recibir 
la informaciôn aportada por el sistema nervioso (Felten y Felten, 1991; Madden y Livnat, 
1991; Berczi et al., 1996). La importancia de dicha inervaciôn se ve especialmente reflejada 
en el hecho de que lesiones en el âmbito nervioso provocan alteraciones de la funciôn 
inmunitaria (Roszman et al., 1985; del Rey et al., 2002). Ademâs, se ha postulado que el 
desarroUo ôptimo de los ôrganos Unfoides depende, al menos en parte, de la presencia local 
de factores nerviosos (Ackerman et al., 1987; BuUoch et al., 1987).
Ademâs de los mediadores del sistema nervioso, también los del endoctino pueden 
ejercer sus efectos sobre el sistema inmunitario. De esta forma, distintas hormonas pueden 
alcanzar a las células inmunitarias y modificar su funcionalidad, puesto que poseen 
receptores especificos para dichas sustancias (Kaschka, 1997). Del mismo modo, factores
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creados por las células inmunitarias, las citoquinas, pueden ejercer su acciôn sobre las 
células nerviosas y endocrinas debido a la presencia de receptores para dichos factores en 
estas células (Koenig, 1991).
El descubrimiento de que las células inmunitarias produci'an sustancias asociadas a 
situaciones de estrés, previamente descri tas como propias de los sistemas nervioso y 
endocrino, marca uno de los haUazgos mâs importantes de la biologi'a. Anteriormente, el 
sistema inmunitario era considerado un sistema regulador propio y autônomo, si bien 
posteriormente se ha asumido que junto con el sistema neuroendocrino forma un circulo 
integrado de informaciôn en el que se comparten ligandos y receptores. De este modo, se 
ha comprobado que las células inmunitarias son capaces de sintetizar neurotransmisores y 
hormonas como, por ejemplo, la hormona adenocorticotropa (ACTH), la hormona 
luteinizante (LH) y la hormona del crecimiento (GH), entre otras (Blalock, 1989). Dada la 
poca cantidad de estas sustancias que produce el sistema inmunitario, su efecto suele sei 
autocrino o paracrino mâs que endocrino, pero no por eUo menos importante, puesto que 
permite completar la regulaciôn y comunicaciôn establecida entre los très sistemas 
(Gaillard, 1994; Savino y Dardenne, 1995).
Considerando todo eUo, surge la idea de una comunicaciôn bidireccional entre estos 
très sistemas reguladores (Blalock, 1989; Besedovsky y del Rey, 1996) y se establece e) 
concepto de comunicaciôn neuroinmunoendocrina.
Por otra parte, como un hecho que favorece esta comunicaciôn, se encuentra el que 
las células inmunitarias, gracias a un elaborado sistema de recirculaciôn, migran desde ej 
torrente sanguineo a los tejidos y de éstos al sistema Hnfâtico, cerrando el circulo. Esto hace 
posible el contacto de las células del sistema inmunitario no sôlo con los posibles 
patôgenos sino también con los productos derivados de los otros dos sistemas.
Todas aquellas situaciones capaces de alterar la homeostasis corporal serâr 
reconocidas, en este contexto de bidireccionalidad, por uno u otro sistema, comunicandc 
los cambios recibidos a los demâs, para asi, recuperar el equilibrio perdido. Asi, el sistema 
inmunitario se podria considerar como un sistema capaz de percibir estimulos “ ne 
cognoscitivos”, como virus, bacterias o células tumorales, entre otros, creando unf 
respuesta inmunitaria que se traduce en forma de citoquinas, modulando éstas no sôlo a 
propio sistema inmunitario sino también al neuroendocrino. Este a su vez, reconoceri? 
estimulos “cognoscitivos”, que serian transformados en informaciôn en forma dt
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neurotransmisores, hormonas u otros factores y reconocidos asi por el sistema inmunitario, 
provocândose una serie de cambios en el funcionamiento del mismo (Blalock, 1984).
Por tanto, los très sistemas se encuentran anatômica y funcionalmente 
interconectados, residiendo la base de la comunicaciôn neuroinmunoendocrina en la 
existencia de receptores y de un lenguaje compartido entre todos eUos (Blalock et al., 1985; 
Blalock, 1989; 1994; Besedovsky y del Rey, 1996; 2001), suministrândose asi las bases para 
una integraciôn bidireccional.
Como se ha comentado con anterioridad, las células del sistema inmunitario 
producen toda una serie de sustancias que forman parte del mecanismo de defensa 
disenado para interaccionar entre si y protegernos de los agentes extranos; las citoquinas. 
Estas citoquinas tienen ademâs un efecto m odulador sobre el sistem a  
neuroendocrino, el cual posee receptores para dichas sustancias, pudiendo éstas regular la 
acciôn y secreciôn de varias hormonas y neurotransmisores e incluso modifîcar procesos 
sensoriales, emoûvos y cognitivos (Koenig, 1991; Maier y Watkins, 2003).
Ya en 1977, Besedovsky y Sorkin, comprobaron que la actividad neuronal en el 
nücleo ventromedial del hipotâlamo se incrementaba al alcanzarse el pico en la respuesta de 
anticuerpos tras una inmunizaciôn. La idea de que los mediadores inmunitarios, como las 
citoquinas pro-inflamatorias (especialmente IL-1 a y (3, IL-6 y TNF-a), son elementos clave 
en los procesos de senalizaciôn en el cerebro durante una infecciôn, se ha ido estableciendo 
desde entonces (Besedovsky et al., 1985; Besedovsky y del Rey, 1996; Maier et al., 2001). 
Esas citoquinas han sido las mâs estudiadas, y estân implicadas también en procesos de 
dolor, concretamente, de dolor crônico o neuropâtico puesto que la lesiôn en un nervio 
atrae y activa a las células del sistema inmunitario y a las células gliales, exacerbando ese 
dolor. Este mecanismo se produce principaimente a nivel espinal, no cerebral (Chacur et 
al., 2001; Milligan et al., 2001, 2003).
Los mecanismos clâsicos que permiten a las citoquinas Uegar al cerebro, son 
principaimente cuatro:
1. El transporte activo. Banks (2001), comprobô que la IL-1 a atraviesa la barrera 
hematoencefâlica a través de un sistema de transporte saturable. Parece que otras 
citoquinas como la IL-1 [3, la IL-6 o el TN F-a podrian emplear sistemas similares.
2. Atravesando zonas donde no existe una buena barrera hematoencefâlica, como el plexo 
coroideo o los ôrganos circunventriculares. Una vez aUi, se activarian toda una serie de 
segundos mensajeros que enviarian la informaciôn a zonas mâs alejadas (Blatteis, 1992).
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Adsmâs, se ha comprobado que la IL -ip es capaz de inducir, en células tipo macrôfago chl 
pleKO coroideo, las meninges y los ôrganos circunventriculares, la producciôn de mas II- 
1 p, que actuaria alH de forma paracrina y activaria, entre otras, a las células gliales, para .a 
producciôn de mas citoquinas (Quan et al., 1998; Konsman et al., 1999), consiguiéndose asi 
un efecto amplificador.
3. Jniéndose a receptores del endotelio de los vasos cerebrales. D e nuevo se induciria la 
liberaciôn de segundos mensajeros y toda una cascada de senales (Rivest, 1999).
4. A través del nervio vago. Este inerva los ganglios linfâticos y tiene fibras eferentes que 
envfan senales desde la periferia al sistema nervioso central (SNC). Se ban encontraco 
receptores para IL-1 en las fibras vagales, y una al ta densidad de células dendrihcas, que 
coûstitutivamente expresan IL-ip, en los alrededores de las mismas (Goehler et al., 1999).
Ademâs de accéder al SNC desde la periferia, se ha comprobado que estis 
citoquinas se expresan tanto en la médula espinal como en el cerebro, de forma fisiolôgiza 
(V.tkovic et al., 2000; Maier et al., 2001). Las primeras evidencias de la presencia de IL-l(3 y 
TNF-a en el cerebro se produjeron hace ya algunas décadas (Breder et al., 1988; Plata- 
Sakman et al., 1988), aunque inicialmente se pensô que esta presencia era debida a 
procesos infecciosos o inflamatorios o a otras alteraciones que implicaran al sistema 
innunJtario. Posteriormente, esta vision ha sido revisada puesto que se ha observado que 
esta expresiôn de citoquinas se man tiene en ausencia de estimulos patolôgicos. Asi, hs 
citoquinas no serian simples mediadores inflamatorios sino que podrian estar implicadas en 
los procesos fîsiolôgicos del cerebro.
En este sentido, algunos autores ban sehalado que estas citoquinas podriin 
interferir en procesos cognitivos como la formaciôn de la memoria (Pugh et al., 20C1; 
Hsrbuz, 2003), pero otros indican que, en determinadas zonas, son necesarios ciertos 
niveles de las mismas para mantener la plastdcidad sinâptica (Zhao y Schwartz, 1998; Beatde 
et il., 2002).
En cuanto a la IL-1 y el TNF-a, las citoquinas mas estudiadas, numerosos autoies 
haa descrito su presencia en el cerebro de ratas, ratones y humanos (Wesselingh et d., 
1913; GabeUec et al., 1996, 1999; Ignatowski et al., 1997; Taishi et al., 1998). Parece ser que 
la principal fuente de estas citoquinas en el cerebro son las células gliales (van Dam et d., 
19)2), aunque también son producidas por ciertas neuronas. Estas son reguladas por 
acetilcolina e histamina, que inhiben la producciôn, o por dopamina y factor liberador de 
cortdcotropina (CRF), que la estimulan (Tringali et al., 1997). No obstante, estudios mas
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recientes han apuntado que el cerebro no es el ôrgano inmunolôgicamente privilegiado que 
se consideraba en el pasado, de manera que los linfocitos periféricos pueden penetrar, 
realizar sus funciones, incluyendo la liberaciôn de citoquinas, en el parénquima de un 
cerebro normal (Stichel y Luebbert, 2007).
Las acciones de estas citoquinas son numerosas y complejas actuando a diversos
niveles.
Uno de los efectos mas conocidos de la IL-1 es su capacidad para inducir fiebre 
(Kluger et al., 1998; Maier y Watkins, 2003). También esta implicada en los patrones de 
comportamiento durante la enfermedad (apatia, falta de motivaciôn social, depresiôn...) 
(Dantzer et al., 1998), en el apetito (Plata-Salaman et al., 1988) y en el sueno (Krueger et al., 
1998); proceso en el que también participa el TNF-a (Krueger et al., 1998).
Ademâs, se ha observado que todas estas citoquinas proinflamatorias regulan la 
funcionalidad del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal (HHA). En general, parece que su efecto 
prédominante es activar dicho eje y suprimir el eje hipotâlamo-hipôfisis-tiroides y el 
hipotâlamo-hipôfisis-gônadas, asi como la liberaciôn de G H  (TurnbuU y Rivier, 1999; 
BumiUer et al., 1999). Concretamente, la IL-ip es un potente activador del eje HHA 
(Chesnokova y Melmed, 2002) puesto que una inyecciôn intravenosa de la misma, en ratas, 
es capaz de elevar los niveles plasmâticos de ACTH mediante la estimulaciôn de la 
producciôn de CRF a nivel cerebral (Uehara et al., 1987; Payne et al., 1994). Efectos 
similares se obtuvieron con inyecciones intracerebroventriculares (Brown et al., 1991). De 
hecho, se ha descrito que la IL-1(3 estimula directamente a las neuronas productoras de 
CRF hipotalâmicas (Ericsson et al., 1994). En cuanto a otras citoquinas, la IL-6 comparte 
muchos de sus efectos con la IL-1, teniendo ambas en ocasiones un efecto sinérgico sobre 
el eje HHA (Zhou et al, 1996). La IL-3 es capaz de estimular la secreciôn basai de cortisol 
con igual potencia que la IL-6 (Weber et al., 1997; Michl et al., 2000).
La IL -ip  y el TN F-a influyen en la actividad neuronal, siendo capaces de inactivar a 
las neuronas glucosa-sensibles del hipotâlamo de manera especifica (Plata-Salaman et al.,
1998). Por otra parte, se ha descrito un efecto directo de la IL -ip  sobre neuronas del 
hipocampo, modificando su actividad electrofisiolôgica (Vitkovic et al., 2000). Se ha 
comprobado, ademâs, que la IL -ip es capaz de estimular la sintesis y liberaciôn de 
vasopresina por parte de las neuronas de los nucleos paraventricular y supraôptico 
hipotalâmicos (Diana et al., 1999) y que activa la tasa de recambio de la noradrenalina en 
esta regiôn cerebral. Este efecto parece estar mediado por el CRF y los eicosanoides (Terao
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zt al., 1993). En relaciôn al TNF-a, algunos de los efectos encontrados incluyen la 
inhibiciôn de la liberaciôn de noradrenalina en la eminencia media (Elenkov et al., 1992) y 
el hipocampo (Ignatowski et al., 1997). Parece ser que esta citoquina actua modificando la 
permeabiHdad de canales iônicos, aumentando el flujo de en neuronas corticales 
(Houzen et al., 1997) y modulando el de Ca"^  ^en neuronas de SNS (SoHven y Albert, 1992). 
Tanto la IL-ip como el TN F-a inducen proliferaciôn en los astrocitos (Barna et al., 1990] y 
la microglia (Thery y MaUart, 1993), pero aun no esta claro si su papel puede Uegar a ser 
perjudicial. Se han descrito tanto efectos tôxicos como beneficiosos, especialmente en el 
caso del TNF-a, que puede inducir muerte neuronal por apoptosis (Holmin y Mathiesen,
2000), y dano a oligodendrocitos, con destrucciôn de la vaina de mielina (StoU et al., 1993; 
Wang y Shuaib, 2002), pero también puede tener efectos neurotrôficos (Cheng et al., 1994; 
Jankowsky y Patterson, 2001).
La regulaciôn neuroendocrina sobre el sistem a inm unitario tiene también an 
papel importante en la homeostasis corporal, y se Ueva a cabo por mediadoies 
caracteristicos de los sistemas nervioso y endocrino, que estân en contacto con las célmas 
inmunitarias. La amplia inervaciôn noradrenérgica y peptidérgica que reciben los tejidos 
linfoides, asi como su vascularizaciôn, hacen posible este contacto (BeUinger et al., 1992), 
junto con la presencia de receptores en las células inmunitarias para los productos 
nerviosos y endocrino s (Kaschka, 1997). De las numerosas hormonas y neurotransmisoies 
conocidos, sôlo algunos han sido especialmente estudiados en cuanto a su posible efecto 
modulador sobre el sistema inmunitario. Estos mediadores modifican tanto la actividad 
como el metaboHsmo de las células inmunitarias.
Los ôrganos linfoides estân principalmente inervados por fibras simpâticas, eue 
Uberan noradrenalina (NA) y neuropéptido Y (NPY), siendo ambos neurotransm isoies 
los que tienen un papel prépondérante en la modulaciôn del sistema inmunitario por el 
SNS (Elenkov et al., 2000). No obstante, ademâs de éstos, en los ôrganos linfoides se 
Uberan otros factores, entre los que cabe destacar la acetilcoUna, serotonina, dopamina, 
sustancia P, péptido intestinal vasoactivo, somatostatina, péptido relacionado con el gen de 
la calcitonina, adenosina o neuroquinina A.
Los efectos de cada uno de estos neurotransmisores sobre un tipo concreto de 
célula inmunitaria son variados y complejos, y van a depender de factores como el numéro, 
afinidad y subtipo de receptores présentes en las mismas. Centrândonos, dada su 
importancia, en el papel modulador de la NA sobre la funciôn inmunitaria, los primeros
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estudios se dirigieron a conocer los efectos del estrés sobre el tràfîco de los leucocitos de 
sangre periférica en humanos. Este control se pone de manifiesto en dos etapas. En ur. 
primer momento, de forma aguda (<30 min), se produce un aumento de los mismos, er 
especial de las células N K  y CD 8+, sin afectar demasiado a linfocitos B y CD4+. Er. 
situaciones de estrés cronico, sin embargo, se observa el efecto contrario, es decir, um  
reducciôn significativa de los leucocitos sanguineos, principalmente de las células N K  y 
CD8+ (Benschop et al., 1996). O tros de los efectos mas conocidos de la NA sobre la 
funcionalidad de los linfocitos, en concreto de los T, consisten en la inhibiciôn de su 
capacidad proliferativa en respuesta a mitôgenos asi como de la liberaciôn de IL-2 (Bartik 
et al., 1993; Ramer-Quinn et al, 2000). También, se ha comprobado que la NA puede 
favorecer la diferenciaciôn hacia Th2, de forma indirecta a través de monocitos. 
macrôfagos y otras células presentadoras. Asi, la NA provoca una disminuciôn en la 
producciôn de IL-12 y un aumento en la de IL-10, favoreciendo un microambiente 
propicio para la diferenciaciôn de los ThO hacia Th2 (Elenkov et al., 1996; Panina- 
Bordignon et al., 1997).
Las horm onas modulan la funciôn inmunitaria de diversas formas, y aunque la 
mayoria de eUas tienen efectos diferentes segun la funciôn o la célula inmunitaria estudiada, 
podemos dividirlas segun sus efectos générales o mas relevantes, en hormonas de caracter 
estimulador, inhibidor o indiferente (Straub et al., 2000). D entro de las primeras, se puede 
incluir a la tiroxina, la prolactina (PRL) o la GH. Entre las mas inhibidoras estarian los 
glucocorticoides. Todas estas hormonas son Hberadas desde diferentes glândulas, 
controladas por el hipotâlamo y la hipôfisis, estableciéndose una serie de ejes funcionales 
entre los que cabe destacar al eje HHA. Este, media las respuestas del organismo frente a 
situaciones de estrés, y su activaciôn desencadena la liberaciôn de numerosas hormonas, 
que a su vez modifican profundamente la funciôn inmunitaria (Petrovsky, 2001). Entre 
eUas destacan los glucocorticoides, cuyo carâcter inmunosupresor es conocido desde hace 
tiempo (Hoffman, 1993; Caldenhoven et al., 1995), pero también otras como la PRL, las 
hormonas tiroideas o la GH, cuyos efectos de carâcter estimulador tienden a contrarrestar 
la inmunosupresiôn inducida por los glucocorticoides (Kruger, 1996; Davis, 1998). De este 
modo se establece una compleja red de interacciones entre los sistemas endocrino e 
inmunitario. En la tabla 2 se resumen algunos de los efectos mâs relevantes de distintas 
hormonas sobre la funciôn inmunitaria.
81
Ih-1
w
II
1
«
IIII
II
hU «
«I
II
If
Iq= «3
2
«IXII
o t
I I
csf fe-
Is
f  O
ÜH f  
u "O 
:2
Ü
I!II
u u-
X
Ü
(25
HI
:g
-ë  .
I I  
II
I
<  <  CL 
< -<  >
g
>
P5
.§  13
>
H  <N 
TS"CQ
a
z
<
w
tj
I
CN O 
; 1| 
l | i
~S V
II1 _H  -§  H
i l l
i l l  <- <->
I
Û
>
i f
I I
o  CQ 
1 ^ -
cs CM
C C
^  l2
o  t ;
i l
2lII
i
CQ O
t:'
-2  S
'Ü ®
(U -P
:g  Z
1!It 
< -  < -
ask
M
o (N 
«  
I:II
i i
CL < <
CQ
U
2 £L X
■3 oo 
u Z  J  
c ^ -o0 ’S j
â:;-
2 '5 Ù
CQ
W
i l
i i
IT)^  0\
8  S  
^  -i ^
tj
o %
w < p
I
I I I
C •”  G
III
■n i-J
1
U
O
-T  e
"O
c
'O
rr ' 33
■g '2
CL U
ë
0
1
Introducciôn
Ademâs, existe un fuerte dimorfismo sexual en esta comunicaciSn 
neuroinmunoendocrina, y asi, los estrôgenos se han sugerido como responsables delà 
mayor inmunocompetencia de las hembras (KeUer et al., 2001; De la Fuente et al., 2004)), 
que muestran respuestas tanto humorales como celulares mâs potentes que los maclos 
(Weinstein et al., 1984; De la Fuente et al., 2004b), lo que podria jugar un papel importaite 
en su mayor esperanza de vida. Otros factores comportamentales y fisiolôgicos podran 
contdbuir a esta distinta longevidad entre sexos. Por ejemplo, las conductas de riesgo y de 
bûsqueda de emociones son rasgos mucho mâs frecuentes en machos que en hembas 
(Rosenblitt et al., 2001), y el cortisol o la corticosterona se encuentran inversameite 
relacionadas con las conductas de riesgo (Mazur, 1995), siendo las concentracioies 
plasmâticas de estas hormonas considerablemente mâs altas en las hembras que en os 
machos adultos (Atkinson y Waddell, 1997; Stefanski y Grüner, 2006), hecho que tambén 
se cree relacionado con los niveles de estrôgenos (Burgess y Handa, 1992).
Por tanto, los sistemas inmunitario, endocrino y nervioso interaccionan entre s a 
través de citoquinas, hormonas y neurotransmisores, dependiendo esta comunicaciôn de 
receptores y rutas de sehalizaciôn especfficos en las células diana.
Con el envejecimiento se producen cambios en muchos de los niveles de esta cd 
de comunicaciôn debidos a multitud de causas como puede ser el dano oxidativo, defecos 
mitocondriales o acortamiento de telômeros, entre otras. Estas alteraciones tienen lugar :n 
cada uno de los sistemas reguladores y en su comunicaciôn, ya que al afectarse uno de elbs 
lo hacen también los otros, puesto que estân interconectados (Fabris, 1991). La teona 
neuroendocrina del envejecimiento (Everitt y Burgess, 1976; Frolkis, 1982; Meites et al, 
1986) se basô en que la gran mayoria de las funciones del organismo estân reguladas porel 
sistema neuroendocrino; esta compleja red sufre un deterioro progresivo con el 
envejecimiento; y el deterioro intrinseco en este sistema y cualquier faUo del mismo es 
perjudicial y critico para la longevidad, debido a la alta importancia del sistena 
neuroendocrino respecto de otras funciones del organismo. Ademâs, en base a as 
interacciones existentes entre el sistema neuroendocrino y el inmunitario, se propuso qie 
las alteraciones en esta comunicaciôn que se producen con el paso del tiempo, serian as 
responsables de la mayoria de las disfunciones fisiolôgicas asociadas al envejecimierto 
(Fabris, 1991), puesto que conducirian a una pérdida de la homeostasis y una meror 
resistencia al estrés. En efecto, dada la importancia que tienen los sistemas neuroendocriio 
e inmunitario en la regulaciôn de todos los procesos fisiolôgicos, no es sorprendente qie
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hayan sido uno de los focos de atenciôn en los referente a formulât conceptos teôri:os 
sobre el envejecimiento, aunque no pueden explicar la causa del mismo (Strehler, 2000).
Con el envejecimiento, los tipos y niveles de citoquinas que entran en contacto 
con las células de los sistemas nervioso y endocrino cambian. N o séria de extrariar >or 
tanto que el aumento asociado a la edad en las citoquinas proinflamatorias y compuesos 
oxidantes producidos por las células inmunitarias (De la Fuente et al., 2005), pudiera teier 
un fuerte impacto sobre la funciôn nerviosa (Merrill, 2001). Asi, algunos autores lan 
sugerido ya acerca del posible impacto de la acumulaciôn progresiva de linfocitos T  î lo 
largo del envejecimiento normal en areas cerebrales como el hipocampo sobre el 
progresivo declive cognitivo con la edad (Stichel y Luebbert, 2007). Los autores de diiho 
estudio locahzaron las células T  preferentemente en areas perivasculares, indicativo de su 
reclutamiento de fuentes sistémicas (Stichel y I.uebbert, 2007).
Con respecto al SNS, se ha podido comprobar que la respuesta simpatica aumeita 
con la edad, lo que supone unos mayores niveles de NA en la circulaciôn, aunque paece 
ser que los niveles de NPY no se modifican con el envejecimiento (Hedand et al., F91; 
Straub et al., 2000). Segun otros autores, sin embargo, se produce un aumento de los 
niveles plasmâticos no sôlo de la N A sino también del NPY con la edad (Friedman e In in ,
1997).
Centrândonos en el caso del sistem a endocrino, se producen cambios en 
prâcticamente todas las hormonas, que incluyen tanto aumento s como disminuciones ddas 
mismas.
Algunas de las hormonas cuyos niveles disminuyen al envejecer incluyen î la 
androstenediona, la dehidroepiandrosterona (DHEA) y su forma sulfatada (DHEAS) la 
progesterona, la aldosterona, el estradiol y la testosterona (Parker, 1999; Perry, 19*9). 
Parece ser que, en el caso de la DHEA, este descenso estâ asociado con algmas 
enfermedades que se producen en la vejez (Williams, 2000; Ledochowski et al., 2001) y jue 
podria deberse al estrés oxidativo que acompana a los procesos de envejecimieito 
(Moriyama et al., 2000). También se observa un descenso en los niveles de GH, del faitor 
de crecimiento tipo insulina (IGF), de vitamina D y de calcitonina, lo que supone que ei el 
envejecimiento se produce una regulaciôn déficiente del Ca^^ (Straub et al., 2001).
Entre las hormonas cuyos niveles aumentan al envejecer se encuentra horrmna 
paratiroidea, lo que contribuye a dichas alteraciones en la regulaciôn del Ca^^ (Straub et al.,
2001). También, la hormona LH, la hormona estimulante del foiïculo (FSH), asi com) el
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cortisol, cuyo aumento se observa en relaciôn con el resto de hormonas adrenales, lo que 
podria entenderse como un mecanismo compensatorio de la glândula adrenal para 
mantener la sintesis de esta hormona a expensas de las hormonas esteroideas (Straub et al., 
2000, 2001).
Estos cambios en el sitema nervioso y endocrino al envejecer afectan globalmente a 
los otros sistemas homeostaticos. Asi, se ha podido comprobar que el descenso de la 
D H EA  que se produce con el envejecimiento provoca un aumento en los niveles de IL-6 y 
que su administraciôn en individuos viejos produce una disminuciôn en la liberaciôn de 
esta citoquina (Daynes et al., 1993), correlacionândose negativamente los niveles de ambas 
sustancias (Straub et al., 1998).
Ademâs, en ancianas sanas se ha observado también que unos niveles elevados de 
IL-6 junto con bajas concentraciones de 17p estradiol en plasma, son los responsables del 
descenso relativo del cortisol respecto de la ACTH que se observa en las mujeres con la 
edad, lo que podria explicar su mayor susceptibüidad frente a las enfermedades 
inflamatorias (Zietz et al., 2001). De hecho, algunos autores afirman que los niveles de 
cortisol disminuyen con la edad unicamente en las hembras (Zietz et al., 2001), mientras 
que se encuentran menos desregulados en hombres que en mujeres de edad avanzada 
(Walston y Fried, 1999).
Por otro lado, como se ha comentado, con la edad se produce un desplazamiento 
de la respuesta inmunitaria hacia respuestas de tipo Th2, fenômeno en el que podrian estar 
imphcados tanto el cortisol como la NA, cuyos niveles plasmâticos aumentan al envejecer 
si no se diferencia por sexos (Wilder, 1998; Straub et al., 2001).
El sistema inmunitario en las hembras no sôlo trabaja de modo mâs eficiente y 
efectivo que el de los machos, sino que ademâs su funciôn se mantiene durante mâs tiempo 
en aquéHas (AspinaU, 2000). Se ha visto que los estrôgenos son capaces de potenciar la 
expresiôn de enzimas antdoxidantes, lo que résulta en niveles aumentados de glutation 
reducido (Borrâs et al., 2007), que podrian preservar la funciôn inmunitaria a lo largo del 
envejecimiento (Guayerbas et al., 2004; De la Fuente et al., 2004b; 2005).
Por otra parte, con la edad se producen cambios en la iner\*aciôn e irrigaciôn de los 
ôrganos inmunitarios, en la afinidad y en el numéro de receptores para hormonas y 
neurotransmisores présentes en los leucocitos, asi como en las senales intracelulares que 
desencadenan, dando lugar a cambios en la respuesta por parte de las células inmunitarias 
(BeUinger et al., 2001; D e la Fuente et al., 2001; Puerto et al., 2005). Asi, por ejemplo, la
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eficacia antiinflamatoria de los glucocorticoides se encuentra reducida con la edad 
(landfield et al., 2007). También, nuestro grupo ha comprobado que la respuesta in vitro 
por parte de las células inmunitarias a una amplia variedad de concentraciones de distintos 
neurotransmisores cambia con dependencia de la edad de los sujetos (De la Fuente y 
Nedina, 2005; Puerto et al., 2005). Esto demuestra que, en el caso hipotéhco de que los 
nveles de neurotransmisores que alcanzan a las células inmunitarias se mantuviese con la 
edad, la respuesta de éstas podria ser diferente.
De este modo, las alteraciones que se producen al envejecer en la red de 
comunicaciôn formada por los très sistemas; nervioso, endocrino, e inmunitario, conducen 
aun deterioro progresivo y sistemàtico, que afecta a la capacidad los mismos para mantener 
a] homeostasis, pudiendo contribuir asi al progreso del envejecimiento y a la mayor 
norbüidad y mortalidad asociadas a la edad (De la Fuente et al., 2005; De la Fuente, 
2)08b).
Una de las manifestaciones mâs évidentes de esta pérdida de capacidad  
homeostâtica consiste en diversas anomahas en la respuesta frente a las situaciones 
de estrés, tanto fisico como psicolôgico, que se producen durante el envejecimiento 
rormal (Pedersen et al., 2001). Parece ser que el principal responsable de este fenômeno es 
e eje HHA, puesto que su capacidad de respuesta frente a los estimulos estresantes estâ 
aterada y también lo estân los mecanismos de retroaUmentadôn que se encargan de la 
regulaciôn de este eje (Gust et al, 2000; Revskoy y Redei, 2000; Pedersen et al., 2001). De 
manera interesante, la retroalimentaciôn negativa de los glucocorticoides aparece reducida 
ei la vejez y en ambos sexos (Wilkinson et al., 2001). Por otra parte, una respuesta 
itadecuada frente al estrés se ha comprobado como un factor importante que conduce a 
uia aceleraciôn del proceso de envejecimiento y se acompana de una funcionalidad pobre 
tmto del sistema inmunitario como de los otros sistemas fisiolôgicos (McEwen et al., 2006; 
&uer, 2008; Gouin et al., 2008). En este sentido, nuestro grupo ha podido comprobar, 
o m o  se ha venido comentando, que los ratones que muestran un exceso de reactividad al 
entrés y una ansiedad crônicos, sufren de una inmunosenescencia prematura, asi como de 
m  deterioro en la respuesta conductual y endocrina, y envejecen y mueren de manera 
prematura (Guayerbas et al., 2002a; 2002b; Guayerbas y De la Fuente, 2003; Viveros et al., 
2)07; De la Fuente y Giménez-Llort, 2009).
Es difïcil déterminât si a lo largo del envejecimiento los cambios neuroendocrinos 
onducen al deterioro inmunolôgico o si el proceso se produce a la inversa, de m odo que
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un sistema inmunitario alterado induce los cambios neuroendocrinos. Algunos autores 
opinan que lo mâs probable es que ambos mecanismos acontezcan simultâneamente 
(BeUinger et al., 2001). No obstante, teniendo en cuenta que la capacidad para mantener la 
homeostasis es fundamental para mantener un buen estado de salud, el estudio de las 
alteraciones en la red que forman los très sistemas reguladores con el envejecimiento, es de 
gran interés a la hora de abordar cualquier intervenciôn terapéutica dirigida a mejorar la 
caUdad de vida de los individuos.
1.1.4. Papel del sistema inmunitario en enfermedades neurodegenerativas asociadas 
al envejecimiento: la enfermedad de Alzheimer.
La neurobiolôgia del envejecimiento ha sido una de las âreas de mayor expansion 
cienti'fica a lo largo de las dos ultimas décadas. Hasta la fecha, se han dedicado grandes 
esfuerzos cienüficos a la comprensiôn de los mecanismos neuronales que se encuentran en 
la base de las enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento, cuya 
prevalencia en ancianos se encuentra aumentada de modo dramâtico en paralelo al 
aumento de la esperanza de vida y del envejecimiento de las sociedades. Este es el caso de 
la enfermedad de Alzheimer (AD), la enfermedad neurodegenerativa y causa de demencia 
senü mâs frecuente, que se présenta con complejos smtomas neuropsiquiâtricos, y es en la 
actuaUdad diana de numerosas investigaciones cUnicas y bâsicas.
Los principales seUos patolôgicos de la AD a nivel cerebral son agregados de 
proteinas aberrantes, plaças amiloides constituidas por el péptido amUoide (3 (A(3), y ovülos 
neurofibrilares de proteina tau hiperfosforüada. Otros cambios neurodegenerativos 
incluyen disfunciôn neuronal y sinâptica progresiva, y finalmente, la muerte neuronal 
(DeKosky y Scheff, 1990; Terry et al., 1991; Dringenberg, 2000). También, es un hecho 
destacado en el cerebro con AD, el desarroUo de un proceso inflamatorio crônico, en el 
que se encuentra implicado un exceso de activaciôn por parte de la microglia y los 
astrocitos (McGeer et al., 1988; Akiyama et al., 2000; Sasaki et al., 2002; Eikelenboom et al.,
2006), lo que también se ha observado en modelos animales de la enfermedad (Kitazawa et 
al., 2005). Por otra parte, déficits colinérgicos y un estrés oxidativo aumentado exphcan 
algunos aspectos relevantes del complejo patrôn patolôgico que se observa en la AD 
(Mattson, 2004).
87
Introducciôn
La reproducciôn de los déficits neuronales y conductuales del Alzheimer en 
m)delos animales ha sido todo un reto para la ciencia (Giménez-Llort et al., 2007). Sin 
embargo, los avances en el conocimiento de las bases genéticas de la forma familiar de la 
AD de establecimiento temprano y de los factores de riesgo imphcados en los casos 
esDorâdicos (Selkoe, 2000), junto con el desarroUo de la tecnologfa de transferencia génica, 
hm proporcionado finalmente vahosos modelos animales que complementan las 
aproximaciones coUnérgicas tradicionales para el estudio de los déficits de aprendizaje y de 
memoria resultado de la pérdida coUnérgica (Bartus, 2000). Estos modelos animales 
dtsarroUados mediante técnicas de transferencia génica han hecho posible el estudio de la 
scbreexpresiôn en roedores de los genes que codifican para la proteina precursora amiloide 
(/PP) y para la preseniUna-1 (PSI) y PS2 mutantes humanas, encontrândose varias 
mitaciones en estos genes que han sido identificadas como causa de AD famihar 
aitosômica dominante (Mattson, 2004). D e hecho, los primeros intentos destinados a 
re^roducir la patologfa tipo AD en ratones transgénicos se fundaron en el estudio del 
ervejecimiento prematuro acompanado de patologfa tipo AD, hecho que se desarroUa por 
lo; pacientes con sindrome de Down, sugiriendo un posible papel de la sobreexpresiôn de 
AI^P, codificada en el cromosoma 21 (Lai y Wühams, 1989). Desde entonces, se han 
dtsarroUado varios modelos animales transgénicos de AD basados en la expresiôn de 
tnnsgenes mutantes famihares de AD (Janus y Westaway, 2001).
Un gran avance se alcanzô en el ano 2003 (Oddo et al., 2003a), cuando el 
la)oratorio del Profesor Frank M. LaFerla, en la Universidad Irvine de CaUfornia, logrô el 
dtsarroUo del modelo de ratôn 3xTg-AD, los primeros ratones triple-transgénicos que 
al)ergan los transgenes PA/Mi46v, ^PPgwe Y Este modelo animal mimetiza tanto la
nturopatologia amiloide como la tau que se producen en los enfermos de AD, y esto lo 
hæe ademâs en una manera dependiente de la edad y en las regiones cerebrales relevantes 
dt la enfermedad, como es el liipocampo, revelando la importancia de la acumulaciôn 
irrraneuronal de Ap oUgomérico en la etiopatogénesis de la enfermedad (Oddo et al., 
2(03a). Los ratones 3xTg-AD presentan déficits sinâpticos y cohnérgicos (Oddo et al., 
2(03a; 2003b; 2005), el caracteristico perfil inflamatorio de gUosis reactiva (Kitazawa et al., 
2(05), asi como el deterioro cognitivo (BiUings et al., 2005) y conductas similares a los 
siitomas psicolôgicos y comportamentales de demencia (BPSD) que presentan los 
erfermos de AD, incluyendo falta de habihdad para afrontar situaciones que suponen un 
estrés, incluso si éste es moderado (Giménez-Llort et al., 2007). D e hecho, en este sentido.
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se ha descrito una hipercortisolemia moderada en los pacientes con Alzheimer (Hartmann 
et al., 1997).
Como ya se ha comentado, de entre los varios factores imphcados en la patogénesis 
de la AD, gran cantidad de evidencias respaldan la hipôtesis de una contribucion directa de 
la respuesta inflamatoria en la progresiôn de las plaças amiloides, y por tanto, en la 
neurodegeneraciôn asociada a la enfermedad. Asi, se ha descrito que el A^ se muestra 
como un agente proinflamatorio (Giovannini et al., 2002; Streit, 2002), por lo que la 
neuroinflamaciôn en el cerebro con AD se concentra alrededor de los agregados de Aj3 
(Akiyama et al., 2000; McGeer et al., 2006). De acuerdo con esto, se han formulado 
hipôtesis que infieren en la disfunciôn microghal, basadas en células microghales reactivas, 
que producen neurotoxinas en respuesta a la exposiciôn a A^, y activan la respuesta 
inmunitaria innata en la AD (Streit, 2002; Okun et al., 2009). De este modo, aparecen en el 
cerebro con AD niveles aumentados de citoquinas proinflamatorias, taies como IL-1 y 
TNF-a, y quimioquinas, asi como un mayor estrés oxidativo y contenido en compuestos 
nitrogenados y proteasas, todo eUo derivado de la activaciôn ghal que contribuye a 
exacerbar la patologia (Akiyama et al., 2000; Grammas y Ovase, 2002; McGeer et al., 2006). 
Ademâs, también indicativo de un papel patofisiolôgico que tiene la inflamaciôn en la AD, 
se ha descrito la presencia en esas âreas de proteinas de fase aguda y de toda la cascada del 
complemento (Mrak et al., 1995; HüU et al., 1996; Tarkowski et al., 1999). No obstante, a 
pesar de considerarse a los astrocitos y, especialmente, a la microgha activados como las 
principales fuentes locales de componentes inflamatorios (Akiyama et al., 2000), se ha 
descrito también que los hnfocitos T circulantes son capaces de penetrar en el parénquima 
cerebral y contribuir en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (Marx et al., 1998).
Con respecto al sistema inmunitario fuera del cerebro, algunos autores han sugerido 
la existencia de una respuesta general empobrecida por parte de las células inmunitarias 
ante diversos estimulos, con el dechve de la actividad fagocitica como un evento temprano 
de la cadena patogénica (Richartz et al., 2005). Otros estudios indican que los pacientes de 
Alzheimer podrian mostrar un fenotipo proinflamatorio hereditable de inmunidad, 
produciendo en consecuencia mayores niveles de citoquinas proinflamatorias y /o  menores 
de citoquinas anthnflamatorias que los sujetos control sin demencia de su misma edad. Asi, 
los sujetos que presentan una relaciôn IL-1(3/IL-10 elevada en sangre presentan 13 veces 
mâs probabihdades de sufrir demencia, lo que sugiere que la determinaciôn del perfil de 
citoquinas mediante ensayos de sangre total puede tener un valor predictivo en la AD
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(Remarque et al., 2001). Los pacientes con AD muestran elevados niveles de TNF-ic 
plasmâtico (ZuHani et al., 2007; Bonotis et al., 2008), y de hecho, los niveles circulantes ch 
TNF-a se relacionan directamente con la severidad de la enfermedad (PaganeUi et al, 
20C2). Por otra parte, estudios genéticos revelan que los polimorfîsmos de IL-1 e IL-S 
asonados a altos niveles de citoquinas se encuentran enriquecidos en los pacientes con AD 
(Paoassotiropoulos et al., 1999; Grimaldi et al., 2000; NicoU et al., 2000), pero la relativa 
baja frecuencia de taies variantes génicas no puede explicar el perfil inflamatorio que 
subyace al desarroUo de la AD en la poblaciôn global (Remarque et al., 2001). Tambiét, 
algunos autores han sugerido que una menor proliferaciôn de los linfocitos periféricos ei 
respuesta a estimulos se correlaciona con una mayor gravedad de la enfermedad (ShaUt et 
al., 1995). N o obstante, existe cierta discrepancia en cuanto a los haUazgos encontrados ei 
el sistema inmunitario sistémico, si bien ésta puede ser mayoritariamente atribuida a 
varaciones técnicas, a diferencias en los criterios de inclusiôn y en la fase de demencia ei 
que se encuentran los sujetos, y a la influencia de la existencia de comorbilidad y del uso ce 
tratamientos farmacolôgicos.
Por tanto, a pesar de que los datos son escasos, preliminares y en algunos cases 
cortradictorios, especialmente con respecto a los cambios en la respuesta inmunolôgica 
que presentan los individuos con esta patologfa, todos estos hechos evidencian un papâ 
clave del sistema inmunitario en la etiopatogénesis de la AD, aunque este papel causal no :e 
encuentra bien establecido. Es mâs, el papel clave del sistema inmunolôgico en d 
envejecimiento concuerda con su posible papel en esa enfermedad (Fig. 6). Por otra paru, 
estudios epidemiolôgicos demuestran que la edad avanzada es el factor de riesgo m:s 
corsistente para el padecimiento de Alzheimer (Alattson, 2004). De este modo, dado que d 
deterioro de la respuesta inmunitaria con la edad puede ser considerado como un factor 
patDgénicamente relev^ante en la AD, la inmunosenescencia debe ser considerada paa 
conprender el desarroUo de esta patologfa. De hecho, la contribuciôn de uia 
inmunosenescencia prematura en la patologfa de Alzheimer ha sido ya sugerida por 
Richartz et al. (2005).
Por otra parte, mâs de 20 estueUos epidemiolôgicos sugieren los bénéficies 
potenciales de las interv^enciones antünflamatorias sistémicas para retrasar zl 
estiblecimiento y ralentizar la progresiôn de la AD (TvIcGeer et al., 1988; Breitner et a., 
1994; Akiyama et al., 2000), probablemente gracias a la reducciôn de la carga amiloide 
(Cirrito et al., 2003). En paralelo, se ha demostrado recientemente, en ratones 3xTg-AD,
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que el tratamiento profilâctico con ibuprofeno reduce el Ap oligomérico intraneuronal y los 
déficits cognitivos, y previene la inmunorreactividad de tau hiperfosforüada (McKee et al.,
2008). También, se ha descrito que la inmunizaciôn con Ap reduce los oligômeros de Ap 
en el cerebro de ratones 3xTg-AD (Tseng et al., 2004) y en otros modelos transgénicos 
(Schenk et al., 1999), evidenciando la participaciôn periférica en la eliminaciôn del Ap 
cerebral (Lemere et al., 2003).
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Figura 6. Sistemas reguladores y envejecimiento (Giménez-Llort et al., 2008). Los cambios en el sistema 
inmunitario con el envejecimiento asi como los observados en individuos que padecen la enfermedad de 
Alzheimer (AD) apuntan hacia la posible contribuciôn de una inmunosenescencia prematura en el desarroUo 
de dicha enfermedad. Con el envejecimiento y enfermedades asociadas al mismo, como es la AD, se produce 
un deterioro de los sistemas reguladores, el nervioso, el endocrino y el inmunitario, asi como de su 
comunicaciôn. Las alteraciones en los sistemas reguladores con la edad muestran diferencias sexuales, que han 
sido escasamente exploradas en la AD. El deterioro de la red neuroinmunoendocrina conduce a la pérdida de 
la homeostasis y al aumento de la morbilidad y mortalidad.
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1.2. ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA CALIDAD D E  VIDA E N  E L  
ENVEJECIM IENTO.
La longevidad de los seres vivos ha sido ampliamente investigada por cienüficos a 
nivel mondial y, desde hace muchos siglos, los seres humanos han tenido entre sus 
inquietudes el como prolongar su vida. El como extender la vida humana en un tiempo 
muy superior al promedio general es una cuestiôn de gran interés desde muy diversos 
puntos de vista, que ha de plantearse desde el conocimiento de los mecanismos que 
su)yacen al propio proceso de envejecimiento. (iCuâles son los componentes estructurales y 
lo5 mecanismos fisiolôgicos déterminantes del proceso de envejecimiento y la longevidad? 
çjCuâl es el papel que juegan estos mecanismos en la apariciôn de las enfermedades 
asociadas con la edad como, por ejemplo, la diabetes, la ateroesclerosis, o las enfermedades 
neurodegenerativas? ç) Cuanto mas puede extenderse la expectativa de vida humana? Hasta 
el momento se ha venido comentando los datos de que se dispone hasta la fecha para 
contestar a las dos primeras preguntas. Lo que se sabe en relaciôn al ultimo aspecto es que 
la longevidad de cada especie con vida estâ contenida en su patrimonio genético; algunas 
moscas viven unos dfas; los ratones 3 ahos; la baUena azul 80 ahos; las tortugas marinas 200 
ano s o mâs; una persona al menos hasta 122 ahos, si nos atenemos a la experiencia de 
Jemne Calment, la francesa que ostenta el récord de mayor longevidad humana 
demostrada.
Es importante tener en cuenta la diferencia existente entre los términos longevidad 
media y longevidad mâxima, pues se trata de dos conceptos que, aunque Hgados, son 
distintos. La longevidad media o esperanza de vida se refiere a los ahos promedio que un 
individuo puede Uegar a vivir por pertenecer a una poblaciôn especifica. Por ejemplo, en el 
ca>o de los seres humanos, no tiene la misma esperanza de vida, a priori, un individuo 
næido en Europa que uno nacido en Africa. Por su parte, la longevidad mâxima es la edad 
mixima alcanzable por los individuos pertenecientes a una especie concreta. Existe un 
acaerdo general de que el efecto de la herencia en la esperanza de vida media de los 
individuos es bajo (aproximadamente el 33% en humanos), mientras que la variabUidad 
restante se atribuye principalmente al ambiente. Por el contrario, la longevidad mâxima de 
las diferentes especies animales se encuentra principalmente bajo el control del genoma.
En dos siglos y medio, la esperanza de vida al nacer en los paises desarroUados ha 
pasado de menos de 30 a mâs de 80 ahos. Las proyecciones demogrâficas actuales dibujan
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un escenario para el 2025 en el estado espahol con mâs de 8 millones de personas de mâs 
de 65 ahos y una expectativa de vida en el momento del nacimiento de mâs de 82 ahos. 
Este éxito de nuestra sociedad, debido muy especialmente a los avances de la medicina en 
muy diversos âmbitos plantea, a su vez, un gran numéro de retos sanitarios y 
socioeconômicos, ya que con la edad aumenta, como hemos visto, la frecuencia de 
enfermedades metabôUcas y degenerativas. Las enfermedades degenerativas que 
acompahan al envejecimiento es la Knea preferente de estudio en el campo de la geriatria, y 
el envejecimiento saludable es la meta principal tanto de ésta como de la gerontologia.
Por tanto, las intervenciones al proceso de senescencia se centran 
fundamentalmentalmente en très niveles: 1) enlentecimiento del envejecimiento biologico, 
2) supresion de las enfermedades o patologias asociadas con la edad y, 3) modulaciôn de la 
interacciôn entre ambas. Todas eUas estarian dirigidas a retrasar el declive funcional y a 
aumentar la resistencia a la enfermedad, con el consiguiente aumento en la supervivencia.
Las estrategias clâsicas para intervenir en el proceso de envejecimiento y en las 
enfermedades asociadas al mismo, que han mostrado resultados favorables en animales de 
experimentaciôn y en humanos, incluyen: la restricciôn calôrica y proteica, que inciden 
disminuyendo la tasa mitocondrial de producciôn de ROS; hecho que hasta el momento se 
ha mostrado como la unica intervenciôn eficaz para, segun los investigadores, aumentar la 
longevidad mâxima (Weindruch y Sohal, 1997; Masoro, 2000; GrediUa et al., 2001a, 2001b; 
Caro et al., 2008), la suplementaciôn con cantidades adecuadas de antioxidantes (Guayerbas 
et al., 2004; 2005; Alvarado et al., 2005; 2006a; 2006b; Alvarez, 2006; Alvarez et al., 2006; 
De la Fuente, 2008a; 2008b; De la Fuente et al., 2008), la administraciôn de niveles 
adecuados de diversas hormonas (Rudman et al., 1991; Svec y Porter, 1998; Yaffe et al., 
1998; Baeza et al., 2008; 2009), y el ejercicio fisico, practicado de manera habituai y 
moderada (Ferrândez y D e la Fuente, 1996; De la Fuente et al., 2005).
1.2.1. La suplem entaciôn con antioxidantes.
La suplementaciôn con cantidades apropiadas de antioxidantes es, junto con la 
restricciôn, una intervenciôn potencialmente util en el contexto de la teoria de los radicales 
libres o de la oxidaciôn. Esta estrategia se ha mostrado eficaz en la protecciôn del 
organismo frente al estrés oxidativo, ayudando a mantener la salud y aumentando la 
esperanza de vida media en roedores (De la Fuente, 2002; 2008a; 2008b; D e la Fuente y
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Mquel, 2009). La literatura acerca de los efectos de las suplementaciones con antioxidantes 
en animales de experimentaciôn y humanos es extensa, y aunque existen resultados 
ccntradictorios, éstos parecen deberse a factores como la edad de los sujetos estudiados y, 
principalmente, las dosis asi como las condiciones de experimentaciôn empleadas, ya que la 
mayoria de los estudios se han centrado en poblaciones muy particulares (MitcheU et al., 
2(03).
No obstante, las dosis adecuadas de antioxidantes se han manifestado eficaces, en 
multitud de estudios, para incidir de manera relevante en el envejecimiento del sistema 
inmunitario. Como se ha descrito con anterioridad, dado que las células inmunitarias son 
ur.a fuente importante de compuestos oxidantes y proinflamatorios, ambos deben 
er.contrarse bajo el control exhaustivo de las defensas antioxidantes, ya que niveles 
aumentados de esos compuestos pueden dahar no sôlo a las propias células que los 
producen, también a las que forman parte de los tejidos vecinos. Por otra parte, el déficit 
er. antioxidantes ha sido asociado al declive en las respuestas inmunolôgicas, lo que a su vez 
ccnduce a infecciones graves y frecuentes que resultan en un aumento en la mortalidad 
(Knight, 2000).
Asi, por ejemplo, se ha observado que la administraciôn de antioxidantes como las 
vraminas C y E, y los poUfenoles, entre otros, mejoran parametros inmunitarios descritos 
ccmo marcadores de edad biolôgica y disminuyen el estrés oxidativo de los leucocitos, 
ta.ito en humanos como en ratones de edades avanzadas, y también en ratones que 
presentan envejecimiento prematuro (De la Fuente, 2002; Alvarado et al., 2006a; Alvarez et 
ah 2006; De la Fuente et al., 2008). Incluso los animales adultos se benefician de esta 
suplementaciôn (De la Fuente, 2008a; 2008b), lo que parece estar relacionado con el 
agotamiento de las réservas antioxidantes de los leucocitos en la realizaciôn de sus 
funciones, también en edades tempranas (Hernanz et al., 1990).
En este contexto es necesario tener en cuenta que, dentro de las defensas 
artioxidantes endôgenas, el glutation (GSH) es el antioxidante tiôlico no enzimâtico mâs 
importante que présenta el organismo para prévenir del estrés oxidativo en la mayoria de 
las células, tejidos y ôrganos (Drôge, 2002b). Este compuesto se requiere para ehminar el 
perôxido de hidrôgeno y los perôxidos orgânicos a través de la enzima glutation 
peroxidasa, que lo transforma en su forma oxidada (GSSG). Asi, el cociente glutation 
oridado /  glutation reducido (GSSG/GSH) es un importante indicador del estado redox
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celular (Sies, 1999), que se encuentra implicado en respuestas tan vitales para el sistema 
inmunitario como la proliferaciôn o la apoptosis (Ginn-Pease y Whisler, 1998).
El glutation es ademâs esencial para la célula puesto que interviene en numerosas 
funciones como la sintesis de proteinas y ADN, el transporte de aminoâcidos al interior de 
la célula, el mantenimiento de los grupos tiôlicos intracelulares, la reducciôn enzimâtica del 
dehidroascorbato y la eliminaciôn de compuestos tôxicos (Cotgreave y Gerdes, 1998). De 
esta forma, se ha demostrado que la pérdida, incluso a nivel moderado, de las réservas 
intracelulares de glutation tiene dramâticas consecuencias para una variedad de funciones 
linfocitarias, siendo especialmente sensibles las dependientes de IL-2 (Drôge et al., 1994).
Por otra parte, el envejecimiento va acompanado de la disminuciôn en este 
contenido en glutation, lo que ha sido observado en numerosas células y tejidos, incluyendo 
a algunos componentes del sistema inmunolôgico (Hernanz et al., 2000). Ademâs del 
cambio en el estado redox celular, con el declive del contenido en GSH intracelular, a lo 
largo de la edad se produce una disminuciôn en la concentraciôn plasmâtica de cistema. 
Taies cambios parecen jugar un papel clave en los procesos y enfermedades que limitan la 
esperanza de vida humana, lo que ha Uevado a algunos autores a denominar el 
envejecimiento como un sindrome de deficiencia en cisteina (Drôge, 2002b; 2002c; 2005).
En este contexto, la administraciôn exôgena de compuestos tiôlicos podria tener 
efectos beneficiosos mejorando el declive en la funciôn inmunitaria asociado a la vejez. No 
obstante, dado que el glutation no pénétra con facilidad al interior celular, sino que es 
sintetizado intracelularmente, su administraciôn directa no es un procedimiento eficaz para 
aumentar los niveles de fioles intracelulares (Puri y Meister, 1983). De esta forma, la 
administraciôn de precursores del glutation, como la N -acetilcistelna (NAC), podria 
résultat mucho mâs efectiva que la suplementaciôn directa con glutation o con otros tipos 
de antioxidantes no relacionados con el mismo. Estos antioxidantes, como la NAC, no sôlo 
pueden neutralizar radicales libres de forma directa (Gressier et al., 1994), también, y 
especialmente, participan en la recuperaciôn de las réservas de glutation (De Flora et al., 
1991).
La N-acefilcisteina (NAC) es un compuesto bien documentado en medicina. En 
humanos, su volumen de distribuciôn es 0,33 l/kg, su adaramiento renal es 0,21 1/h/kg y 
su vida media es de 2,27 h (Borgstrôm et al., 1986). Se trata de un derivado sintético de una 
forma acetüada del aminoâcido cistema, la cual es sintetizada de forma natural en el 
hombre (Borgstrôm et al., 1986). Este antioxidante tiôlico es mucho mâs estable que la
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ciiteiria. Un estudio comparativo de la NAC con otros compuestos derivados de cisteina 
recelé que sôlamente el 16% de la NAC se oxida en el estômago, en contraste con dicho s 
compuestos con cistema, que sufren un 75-100% de oxidaciôn (Bonahomi y Gazzaniga, 
U80).
La capacidad antioxidante de la NAC estâ claramente demostrada (Aruoma et al., 
U89). La NAC neutraliza directamente radicales hidroxilo y âcido hipocloroso producidos 
et procesos inflamatorios (Gressier et al., 1994). Como se ha comentado con anterioridad, 
e‘ ademâs precursor de la sintesis de glutation (De Flora et al., 1991), y también estimuk la 
actividad de la enzima glutation reductasa, que cataliza la regeneraciôn del tripéptido. En 
algunos tipos celulares, como los macrôfagos alveolares, se ha observado que la NAC 
emmula a las enzimas detoxiflcantes (GSH S-transferasas, diaforasas, etc) (De Flora et al., 
U95), y protege a estas células del dano citogenético causado por agentes tôxicos como el 
bmzopireno y el tabaco (Gandy et al., 1992). Ademâs, en hepatocitos, se ha descrito que 
actua como protector frente a los efectos deletéreos de la cocaina, aumentar.do 
sgnificativamente los niveles de ARNm de enzimas como la catalasa, la superôxdo 
dsmutasa y la glutation peroxidasa (Zaragoza et al., 2000).
Es bien sabido que la NAC reduce la activaciôn de NFkB, que como ya se ha 
dîscrito, puede ser desencadenada por varios factores entre los que destacan las ROS y las 
condiciones inflamatorias. De este modo, ha demostrado ser una buena terapia 
aatinflamatoria en episodios de fuerte inflamaciôn, como la pancreatitis aguda y la diabetes 
neHitus (Cotgreave, 1997; H o et al., 1999; hCim et al., 2000). También, en un mocelo 
nurino de shock endotôxico generado tras la inyecciôn de lipopohsacârido (LPS) de E. :oli, 
pido comprobarse que la NAC reduce la activaciôn del NFkB en macrôfagos y linfoctos 
piritoneales (De la Fuente y Victor, 2001; Victor y De la Fuente, 2003; Victor et al., 
2')03b), evitando asi el exceso de oxidaciôn y modulando la funciôn inmunitaria (Victor et 
ai, 2003a), efectos que se aprecian tanto in vitro como in vivo (Victor et al., 1999; Victor y 
Le la Fuente, 2002).
Datos cHnicos han demostrado los efectos beneficiosos del tratamiento con NAC 
ei distintas patologias en las que el sistema inmunolôgico se encuentra implicado, como es 
e caso de la infecciôn por VLH (Drôge y Breitkreutz, 2000), de cardiopatias (Gavish y 
Ereslow, 1991) y de cânceres (Hecht et al., 2002).
La NAC es capaz de inhibit la apoptosis mediada por TN F-a en células 
nonomielociticas infectadas por VLH, acciôn que Ueva a cabo a través de la disminuciôr. en
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la activaciôn del NFxB (Malorni et al., 1993). En individuos con VIH, la NAC aumenta la 
formaciôn de colonias de células T  in vitro (Wu et al., 1989), provoca un alto grado de 
supresiôn del virus en linfocitos esûmulados con citoquinas (Harakech y JariwaUa, 1991), y 
activa la capacidad citotôxica de los leucocitos (Roberts et al., 1995). Malorni et al. (1998) 
observaron que la NAC es capaz de inhibir la replicaciôn viral y la apoptosis de células 
infectadas, puesto que permite el mantenimiento de la estructura de la membrana en estas 
células. Esos autores apuntaron, ademâs, la posibüidad de utilizar el perfil redox de los 
pacientes para determinar el estado de la enfermedad puesto que los indices de 
peroxidaciôn plasmâtica aumentan a medida que dicha enfermedad avanza. Asi, una terapia 
combinada de fârmacos antivirales y antioxidantes podria mejorar la calidad de vida de 
estos enfermos.
También, la presencia de NAC restableciô la respuesta proliferativa, la actividad 
citotôxica NK  y la producciôn de citoquinas por parte de células mononucleares humanas, 
disminuidas tras el tratamiento con LDL oxidadas (Viora et al., 2001). La NAC aumenta la 
proliferaciôn de esplenocitos empleando niveles ôptimos y subôptimos de concanavalina A 
y LPS (Omara et al., 1997), e inhibe la apoptosis de timocitos inducida por el exceso de 
radicales libres del oxigeno (McLaughlin et al., 1996). En general, puede decirse que 
estimula la funciôn de las células T  (Eylar et al., 1993).
Nuestro grupo ha comprobado que la NAC in vitro estimula también el proceso 
fagocitico de los macrôfagos peritoneales murinos (Del Rio et al., 1998). Ademâs, la NAC 
disminuye la secreciôn de TNF-a, IL-6 e IL-8 en macrôfagos alveolares humanos in vitro 
(Gosset et al., 1999). La NAC tiene efecto antiinflamatorio sobre macrôfagos en cultivo, 
puesto que inhibe la producciôn de la proteina inflamatoria de macrôfagos (MIP 1-a), que 
es activada por las ROS (Steinhauser et al., 1998). En neutrôfilos, la NAC disminuye la 
producciôn de radical superôxido y favorece su capacidad fagocitica (Urban et al., 1997; 
Sadowska et al., 2006).
En relaciôn a los efectos beneficiosos de la NAC incidiendo sobre la 
inmunosenescencia, se ha comprobado que su presencia in vitro estimula la actividad N K  de 
células mononucleres procedentes de ganglios axilares, bazo, timo y leucocitos peritoneales 
de ratones viejos (Ferrândez et al., 1999). También, estudios previos de nuestro grupo han 
demostrado que la suplementaciôn con NAC mejora la funciôn inmunolôgica y disminuye 
el estrés oxidativo en leucocitos de ratones viejos y con envejecimiento prematuro (Puerto 
et al., 2002; Guayerbas et al., 2005a), siendo capaz, en su administraciôn con junta con otro
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antioxidante de tipo tiôlico, la tioprolina, de aumentar la esperanza de vida media en ambos 
('flveros et al., 2007; De la Fuente, 2008a; 2008b).
La quimiotaxis de los linfocitos peritoneales de ratones prematurameate 
envejecidos mejora tras la administraciôn de NAC durante un periodo relativamente corto, 
aproximando sus valores a los encontrados en los individuos control (Puerto et al., 2002). 
De hecho, nuestro grupo ha comprobado que los linfocitos de ratones viejos a los que se 
les ha administrado antioxidantes tiôlicos no muestran los pigmentos de lipofucsina 
présentes en los sujetos control (De la Fuente, 2008a; 2008b).
Nuestro grupo también ha demostrado que la ingestiôn de NAC durante un mes 
mejora el proceso fagocitico de los macrôfagos peritoneales murinos procedentes de 
aiimales adultos prematuramente envejecidos (Puerto et al., 2002). Hauer et al. (2003) 
observaron una disminuciôn en los niveles plasmâticos de TN F-a en ancianos tras un 
tiatamiento con NAC, que vincularon ademâs con una mejora en la funciôn muscular.
Por otra parte, se ha comprobado que la NAC aumenta las actividades del complejo 
I y IV en mitocondrias sinâpticas de ratones envejecidos (Martinez y Martinez, 1999; 
Martinez, 2000), lo que sugiere una acciôn directa de este antioxidante tiôlico en la cadena 
respiratoria mitocondrial (Martinez et al., 1994; 1999). Este efecto ocasiona un aumento en 
dsponibilidad de ATP, y por Jo tanto, una protecciôn para el mantenimiento de la 
cipacidad bioenergética mitocondrial (Banaclocha, 2001). Asi, la NAC tiene también un 
papel protector frente a las enfermedades neurodegenerativas (Banaclocha, 2001).
En este aspecto, existen numerosos estudios que sugieren que la suplementaciôn 
o n  compuestos con capacidad antioxidante y /o  antiinflamatoria pueden ser eficaces para 
prévenir o revertir los déficits en la conducta asociados al envejecimiento (Casadesus et al., 
2302; Joseph et al., 2005a; Guayerbas et al., 2005b). La administraciôn de vitamina E a 
ntones ha mostrado efectos beneficiosos sobre la funciôn neuromuscular y la actividad 
exploratoria, el dano oxidativo a proteinas y Hpidos en cerebro, y las actividades 
eizimâticas en mitocondrias de esa misma localizaciôn (Navarro et al., 2005). Diferentes 
aatores han demostrado la eficacia de esta misma vitamina y de las suplementaciones a base 
de combinaciones de compuestos de tipo polifenôlico asi como de otros antioxidantes 
detarios en revertir los deterioros en la funciôn cognitiva y /o  motora asociados con la 
edad (Joseph et al., 1998; 1999; Shukitt-Hale et al., 1999; 2003; Casadesus et al., 2004). 
J)seph et al. (2005b) afirman que los antioxidantes estân imphcados en multiples y 
complejos mecanismos, incluyendo factores y receptores neurotrôficos, y procesos de
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neurogénesis en âreas cerebrales como el hipocampo. Todos estos datos sugieren que las 
suplementaciones con compuestos antioxidantes son capaces de aumentar la plasdcidad y 
funciôn neuronal en âreas cerebrales afectadas por el envejecimiento.
En este sentido, a pesar de que se ha apuntado que algunos déficits relacionados 
con la edad son muy difîciles de revertir si los tratamientos se inician a una edad tardla, 
como es el caso de los déficits motores (Shukitt-Hale et al., 1999), la administraciôn crônica 
de GSH durante 6 meses en ratas viejas de 18 meses de edad fiie capaz de mejorar la 
funciôn motora de los animales. Ademâs, el grupo tratado con este antioxidante presentô la 
mejor tasa de supervivencia (Shukitt-Hale et al., 1999).
Farr et al. (2003) encontraron que al administrât NAC de forma crônica a ratones 
SAMP8 de 12 meses, que mostraban una mayor oxidaciôn en lipidos y proteinas cerebrales 
que los ratones de 4 meses, los animales vefan mejorada su funciôn cognitiva y disminuido 
el estrés oxidativo a nivel cerebral. En este sentido, es importante considérât que este 
antioxidante es capaz, ademâs, de atravesar la barrera hematoencefâlica.
Por otra parte, nuestro grupo ha demostrado que la administraciôn de antioxidantes 
tiôlicos precursores del GSH, entre los que se encuentra la NAC, en dos periodo s 
diferentes de la vida de ratones (adulta y vejez), protege del deterioro comportamental 
asociado a la edad, especialmente en los ratones prematuramente envejecidos (Guayerbas et 
al., 2005b). Esta poblaciôn sufre un envejecimiento prematuro, manifestado por ansiedad 
crônica, actividad exploratoria y locomotora disminuida, coordinaciôn neuromuscular 
deteriorada, menor respuesta adaptativa al estrés en diversas pruebas conductuales, 
alteraciones en los niveles de corticosterona circulantes tanto basales como en respuesta a 
estrés, déficiente sistema monoaminérgico en varias regiones cerebrales, y estrés y dano 
oxidativos aumentados en cerebro; deterioros neuroendocrinos que se suman al 
funcionamiento defectuoso de su sistema inmunitario, y al estrés y dano oxidativos 
intensificados en sus leucocitos y ôrganos Unfocitarios (Viveros et al., 2001; 2007; 
Guayerbas et al., 2002a; 2002b; 2004; 2005a; 2005b; Puerto et al., 2002; Guayerbas y De la 
Fuente, 2003; De la Fuente et al., 2003; Alvarado et al., 2005; 2006a; 2006b; Pérez-Àlvarez 
et al., 2005; Alvarez et al., 2006; De la Fuente, 2008a; 2008b). Como ya se ha comentado, 
algunos de estos cambios inmunitarios, pero también conductuales, que tienen lugar de 
forma prematura con la edad estân vinculados con una menor esperanza de vida de los 
animales prematuramente envejecidos (Guayerbas et al., 2002a; 2002b; Guayerbas y De la 
Fuente, 2003). Asi, el deterioro inmunitario y conductual que padecen estos animales
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mejora con la administraciôn de NAC, lo que conduce a un aumento en su esperanza de 
vida (Puerto et al., 2002; Guayerbas et al., 2004; 2005a; 2005b; De la Fuente, 2008a; 2008b). 
De este modo, la NAC podria incidir directamente sobre ambos sistemas, mejorando 
también su comunicaciôn bidireccional, y por tanto, la homeostasis corporal y finalmente la 
salud.
1.2.2. E l enriquecimiento ambiental.
El enriquecimiento ambiental (EA) supone una aproximaciôn experimental en 
modelos animales al mantenimiento de una vida social, intelectual y fisica activa en 
humanos. Son muchos los estudios que han demostrado los beneficios del enriquecimiento 
ambiental a lo largo del envejecimiento revirtiendo el deterioro neurolôgico y cognitivo que 
se produce con la edad (Mattson et al., 2001; Segovia et al., 2006; 2009; Mora et al., 2007). 
El EA promueve una serie de efectos positivos como la neurogenésis hipocampal, incluso a 
edades avanzadas, mejora la respuesta de diversos neurotransmisores al estrés, la plasticidad 
molecular y funcional, asi como disminuye el deterioro de neuronas, dendritas y sinapsis 
asociados a la edad (Segovia et al., 2006; Mora et al., 2007).
Cuando los animales, en etapas tempranas de la vida (jôvenes/adultos), se exponen 
durante semanas o meses a ambientes ricos en estimulaciôn sensorial, el EA produce 
efectos conductuales y neurobiolôgicos profundos y duraderos; mejorando la actividad 
espontânea, aumentando la exploraciôn, disminuyendo la emotividad y el miedo, y 
potenciando la habihdad de aprendizaje, a nivel de adquisiciôn y de retenciôn, de tareas 
condicionadas y no condicionadas en roedores, que varian desde el aprendizaje espacial y el 
reconocimiento de objetos, hasta la resoluciôn de problemas. El EA induce efectos 
ansiohticos, que son mâs pronunciados cuando las tareas o situaciones empleadas son 
altamente desafiantes para el individuo. Ademâs, taies ambientes inducen efectos 
protectores frente a los déficits cognitivos y conductuales asociados a la edad, y asi por 
ejemplo previenen del dechve en el aprendizaje y la memoria (Kempermann et al., 1997; 
Nüsson et al., 1999; Roy et al., 2001; Fernândez-Teruel et al., 2002; Meshi et al., 2006).
Los animales enriquecidos se muestran comportamentalmente menos estresados 
que los no enriquecidos. Cuando los individuos se exponen a situaciones o tareas 
amenazantes, aqueUos que han vivido en ambientes enriquecidos muestran una capacidad 
superior para adaptarse o enfrentarse a la situaciôn, lo que se observa especialmente cuando
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ésta es conflictiva o estresante y /o  debe ser resuelta empleando estrategias complejas 
(Klein et al., 1994; Fernândez-T eruel et al., 2002). De hecho, se ha demostrado que en 
dichas situaciones los roedores enriquecidos muestran una menor respuesta de 
corticosterona que los no enriquecidos (Roy et al., 2001). También, los individuos que han 
tenido ambientes enriquecidos muestran mayor preferencia por la novedad, y se implican 
en actividades exploratorias mâs complejas que los no enriquecidos, habituândose mâs 
râpidamente a ambientes no famihares (Fernândez-Teruel et al., 2002; Meshi et al., 2006).
N o obstante, algunos autores han indicado resultados contradictorios acerca del 
efecto del EA a nivel conductual, que parece ser debida a que los animales que viven en 
estos ambientes muestran una organizaciôn comportamental diferente de los individuos 
control, mâs compleja y divers a (Renner y Rosenzweig, 1986; Renner, 1987; Widman y 
Roselhni, 1990).
A nivel cerebral, el enriquecimiento ambiental produce multiples y variados efectos, 
entre los que se encuentran el aumento de la ya mencionada neurogénesis hipocampal del 
cerebro adulto y viejo (Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 2000; Brown et al., 2003; 
Meshi et al., 2006; Segovia et al., 2006) y de la expresiôn de factores de crecimiento 
neurotrôficos como el N G F (Mohammed et al., 1993; van Praag et al., 2000). Ademâs, se 
ha observado una intensificaciôn de la expresiôn del gen que codifica para el receptor 5- 
H TIA  en ese mismo ârea (Rasmuson et al., 1998), mayor expresiôn hipocampal del ARNm 
del receptor de glucocorticoides tipo II (Mohammed et al., 1993), mayores potenciales 
postsinâpticos de excitaciôn en el giro dentado (Foster et al., 2000), mayores potenciales de 
campo en el hipocampo (Sharp et al., 1985, 1987) y potenciaciôn a largo plazo (Hargreaves 
et al., 1992). El EA también produce un aumento de la actividad de la proteina kinasa C 
hipocampal (Paylor et al., 1992) y de los niveles de actividad acetilcohnesterasa en regiones 
cerebrales corticales y subcorticales (Por et al., 1982), una mejora en las concentraciones 
extracelulares de glutamato y GABA en el hipocampo alteradas con la edad, asi como de 
los niveles de dopamina, acetilcohna, glutamato y GABA bajo condiciones de estrés agudo 
moderado en la corteza prefrontal (Mora et al., 2007). Otros efectos del EA son el aumento 
del contenido cerebral de ARN (Rosenzweig y Bennett, 1996) y los cambios en la expresiôn 
de un elevado numéro de genes, muchos de cuales se encuentran imphcados en la 
estructura neuronal, la funciôn sinâptica y la plasticidad (Rampon et al., 2000). Respecto a 
los cambios morfolôgicos que se producen en hipocampo y corteza, se incluyen aumento 
de la sinaptogénesis y de la densidad sinâptica, incremento de las ramificaciones y de las
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espinas dendritdcas, y cambios en el grosor, la proliferaciôn glial y las dimensiones de 
nucleos y pericarios (Diamond, 1988; Rosenzweig y Bennett, 1996; van Praag et al., 200C).
Parecer ser que los efectos del enriquecimiento sobre los receptores de 
glucocorticoides son consecuencia de la reducciôn en las respuestas hormonales del eje 
H HA  (Roy et al., 2001). Los animales enriquecidos podrian presentar un sistema HHA mâî 
adaptativo, dado que la elevada expresiôn de receptores para hormonas glucocorticoides er. 
el hipocampo proporcionaria un mecanismo de retroalimentaciôn negativa mâs eficaz. Este 
a su vez haria a los animales enriquecidos mâs resistentes a los efectos de los factores 
estresantes y menos vulnérables a los procesos neurotôxicos deletéreos que potencian k 
exposiciôn prolongada a altos niveles de glucocorticoides (Meaney et al., 1988, 1991; 
Mohammed et al., 1993; Roy et al., 2001), siendo éste un mecanismo clave en la protecdôr 
del deterioro cerebral asociado a la edad (Fernândez-Teruel et al., 2002).
También, algunos autores han sugerido que la mejora en estos parâmetros puede 
estar mediada, al menos en parte, por una disminuciôn en los niveles de estrés oxidadvo 
cerebrales (Fernândez et al., 2004).
Por tanto, los efectos beneficiosos a nivel neuroendocrino de la vida en ua 
ambiente enriquecido son évidentes. El EA ejerce su acciôn directa sobre este sistema, pero 
dada la comunicaciôn del mismo con el sistema inmunitario, este tipo de intervenciôi 
podria también incidir de manera indirecta pero déterminante sobre la funcionalidad 
inmunolôgica. A pesar de eUo, los estudios que relacionan el ambiente enriquecido con li 
funciôn inmunitaria de los individuos son muy escasos. Algunos autores ya han apuntado k 
existencia de una marcada mejoria de la actividad NK, junto con los menores niveles ch 
ansiedad, en ratones machos expuestos a un periodo de 6 semanas de enriquecimient) 
ambiental (Benaroya-Milshtein et al., 2004). N o obstante, por el momento no existen dates 
acerca del posible efecto de la vida en un ambiente enriquecido sobre toda una serie ch 
parâmetros inmunolôgicos que puedan ser marcadores de edad biolôgica, ni sobre k 
longevidad de los individuos.
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El proceso de envejecimiento se inicia como consecuencia de la oxidaciôn en las 
mitocondrias de las células diferenciadas, siendo las neuronas su maximo exponente. 
Ademâs, segun la teoria oxidativa-inflamatoria del envejecimiento, las células inmunitarias 
son elementos clave en la tasa a la que este proceso se produce, pero por el momento, los 
mecanismos implicados no se conocen con exactitud. En este contexto, es de indudable 
interés el estudio de ambos sistemas reguladores, el nervioso y el inmunitario, en individuos 
que ban alcanzado una longevidad prôxima a la maxima de su especie. Cada vez son mas 
las investigaciones cieniafîcas en torno a centenarios humanos, gracias a las que se ban 
descrito una variedad de marcadores inmunolôgicos de salud y longevidad, cuya evoluciôn 
en algunos casos es opuesta a la que se encuentra en presencia de enfermedades 
neurodegenerativas. N o obstante, la mayoria de estudios en bumanos centenarios se 
centran en uno o en unos pocos parâmetros, perdiéndose el contexto de globabdad. D e abi 
la utüidad del empleo de animales de experimentaciôn longevos, sobre los cuales, sin 
embargo, los estudios son pràcticamente inexistentes. Por tanto, el primer gran objetivo de 
la présente tesis ba sido:
1. Caracterizar ratones viejos y longevos a nivel inmunitario y neurolôgico.
Este objetivo se subdividio en los objetivos parciales que se indican a continuaciôn;
1.1. Estudio de una amplia variedad de funciones asi com o de parâmetros de estrés 
oxidativo e inflamatorio, y de la activaciôn del factor de transcripciôn N FxB , en los 
leucocitos peritoneales a lo largo del envejecimiento, en ratones hembras IC R /G D I  
adultos, viejos, muy viejos, y longevos.
1.2. Estudio de los cam bios m orfolôgicos cerebrales a lo largo del envejecimiento, 
mediante im agen por resonancia m agnética, en ratones hembras IC R /G D I adultos, 
viejos, muy viejos, y longevos.
1.3. Profundizacion en el dano oxidativo inmunitario y cerebral a proteinas, asi 
com o en la susceptibilidad a la oxidaciôn Upidica y su relaciôn con la com posiciôn  
en âcidos grasos, en ratones hembras B A L B /c adultos, viejos, y longevos.
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En base a la comunicaciôn entre los sistemas inmunitario, nervioso y endocrino, 
mestro grupo de investigacion ha podido comprobar, en estudios previos, que los ratones 
qie muestran, de forma crônica, ansiedad y exceso de reactividad al estrés, sufren también 
ma inmunosenescencia prematura en lo referente a diversas funciones de los leucocitos, asi 
om o un mayor estrés oxidativo, lo que da como resultado un envejecimiento fisiolôgico 
pematuro y una menor esperanza de vida que los de igual edad cronolôgica que no 
nanifiestan esa inadecuada respuesta al estrés. La evoluciôn de taies parâmetros 
iimunitarios con la edad sigue un patron similar en ratones y en humanos, por lo que nos 
peguntamos si alteraciones neuroendocrinas debidas a la ansiedad y a situaciones de estrés 
pdrian  conducir también, en humanos, al deterioro acelerado de dichos parâmetros, lo que 
bs confirmaria como modelos de envejecimiento prematuro. Por otra parte, el 
eivejecimiento se acompana de una pérdida de la capacidad de adaptaciôn a situaciones 
e;tresantes, siendo el aislamiento social una condiciôn frecuente en nuestros mayores, y 
e.pecialmente en las mujeres, dada su mayor esperanza de vida media. Asf, en la présente 
tsis nos planteamos el siguiente gran objetivo;
2 Caracterizar el efecto de alteraciones neuroendocrinas, en base a la presencia de 
estrés psicolôgico cronico, sobre parâmetros inmunitarios marcadores de salud y 
Imgevidad.
Este objetivo fue subdividido en los objetivos parciales que se detaUan a 
ontinuaciôn:
21. Estudiar, en hum anos, el efecto de la ansiedad crônica y de la situaciôn de 
etrés psicosocial por carencia de hogar, sobre diversas funciones de los leucocitos 
ce sangre periférica y en los niveles de antioxidantes.
22. DesarroUar un m odelo animal de aislamiento social durante la vejez y estudiar 
ai efecto sobre diversas funciones de hnfocitos esplénicos y tim icos, asi com o sobre 
ë contenido en glutation de estas células, en ratones muy viejos C57BL/129Sv 
lembras.
106
Justifîcaciôn y Objetivos
Por otra parte, la prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas asociadas al 
envejecimiento ha aumentado de manera dramâtica en paralelo al aumento de la esperanza 
de vida y del consecuente envejecimiento de las sociedades. Este es el caso de la 
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad neurodegenerativa y causa de demencia senil mas 
frecuente. Los cambios en el sistema inmunitario periférico con el envejecimiento y en 
individuos que padecen la enfermedad de Alzheimer apuntan hacia la posible contribucion 
de una inmunosenescencia prematura en el desarroUo y /o  curso de esta patologia. No 
obstante, existe cierta controversia en los estudios realizados en humano, debidas en gran 
medida a la dificultad de rigor en los criterios de inclusion, mientras que la escasez de 
participantes en los estudios no ha posibilitado por el momento explorât las diferencias de 
género. En la actualidad, la ciencia dispone de vaüosos modelos animales que permiten 
eludir estas limitaciones, entre los que destaca el modelo triple transgénico desarroUado en 
la Universidad Irvine de California. Estes animales albergan los transgenes PL/^^ôv, 
y modo que mimetizan la neuropatologia del cerebro humano con Alzheimer, en
las regiones relevantes de la enfermedad, y de manera dependiente de la edad. Por tanto, 
nos planteamos como otro gran objetivo de la présente tesis:
3. Caracterizar los cam bios inmunitarios, a nivel de diversas funciones y del 
contenido en glutation de Hnfocitos esplénicos y tim icos, asi com o la concentracion 
de corticosterona plasm âtica, en ratones hembras y m achos viejos triple- 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
Las intervenciones al envejecimiento pueden estar dirigidas a la ralentizaciôn del 
proceso biolôgico, y /o  a la disminucion de las enfermedades asociadas con la edad, esto es, 
a la mejora de la salud y por tanto, de la calidad de vida. De este modo, la suplementaciôn 
con cantidades apropiadas de antioxidantes es una estrategia potencialmente util en el 
contexto de las teorias de los radicales libres y de la oxidaciôn-inflamacion del 
envejecimiento. Su efecto beneficioso para el sistema inmunitario, y concretamente para 
las funciones ya indicadas como parâmetros de longevidad, ha sido comprobado por 
nuestro grupo de investigacion en humanos, como es el caso de las vitaminas G y E, y en 
ratones, para una gran variedad de compuestos antioxidantes, especialmente de tipo tiôlico 
y precursores del antioxidante mâs potente que présenta el organismo, el glutation. La N- 
acetilcistefna es uno de los precursores mâs estables de glutation, que ademâs de revenir el
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deterioro inmunitario asociado al envejecimiento, aumenta la esperanza de vida media en el 
raton. Sin embargo, y a pesar del alto grado de seguridad de este antioxidante, que se 
dispensa en farmacias sin prescripciôn facultativa, no existen estudios sobre su efecto en el 
sistema inmunolôgico en humanos de edades avanzadas. Por tanto, en la présente tesis nos 
planteamos el siguiente gran objetivo:
4. Caracterizacion del efecto de la administraciôn de N -acetilcisteina sobre diversas 
funciones de las células inmunitarias de sangre periférica, asi com o sobre el 
contenido en glutation de esos leucocitos, y los niveles de malondialdehido. en  
mujeres postm enopâusicas.
Entre las posibles intervenciones en el proceso de envejecimiento, otra estraiegia 
que ha cobrado gran importancia durante las ultimas décadas es el estilo de vida, como 
factor déterminante en la calidad de esta. El enriquecimiento ambiental supone una 
aproximaciôn experimental en modelos animales al mantenimiento de una vida sccial, 
intelectual y fîsica activa en humanos. En este sentido, existen varios estudios que han 
demostrado una variedad de efectos beneficiosos del enriquecimiento ambiental sobre el 
deterioro nervioso que se produce con la edad y en patologias como la enfermedad de 
Alzheimer en roedores. N o obstante, por el momento no se conoce apenas su efecto sobre 
la funciôn inmunolôgica y se desconoce si influye también sobre la longevidad de los 
individuos. Por eUo, nos preguntamos si la mejoria que el enriquecimiento ambiental 
produce a nivel del sistema nervioso, podria beneficiar a los sistemas inmunitario y 
endocrino en dichos animales. Por estas razones, nos planteamos como otro gran objetivo 
de la présente tesis:
5. Caracterizar el efecto de un ambiente enriquecido sobre diversos aspectos de los 
sistem as inmunitario, nervioso y endocrino a lo largo del envejecimiento 
cronolôgico y patolôgico en ratones.
Este objetivo fue parcelado en los dos subobjetivos que se detallan a continuaciôn:
5.1. Caracterizar el efecto de un ambiente enriquecido sobre una amplia variedad de 
parâmetros funcionales y de estrés oxidativo en leucocitos peritoneales; sobre el
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com portam iento de los individuos en  varias p n ieb as conductuales y su m orfologia  
cerebral, asi com o sobre la longevidad , en  ratones hem bras IC R /C D l adultos, 
viejos y m u y  viejos.
5.2. E stud iar el efecto  de un am biente enriquecido sobre diversas funciones asi 
com o el con ten id o  en  glutation de hnfocitos esp lén icos y tim icos, y  sobre la  
concentracion  de corticosterona p lasm âtica , en  ratones hem bras y m achos viejos 
trip le-transgén icos para la enferm edad de A lzheim er.
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3.1. M ATERIAL.
3.1.1. M aterial b io lôg ico .
3.1.11. A nim ales.
En los expérimentes en que se emplearon animales de experimentaciôn, éstos 
fueron siempre ratones {Mus musculus). Todos los experimentos realizados con ratones a lo 
largo de la présente tesis se hicieron siguiendo las directrices dictadas en el Real Decreto 
1201/2005 del 21 de Octubre de 2005 (BOE n° 252) acerca de la protecciôn de animales 
para uso experimental.
Se emplearon varias cepas de ratones (ver apartado 3.2.1.1. "Protocolos 
expérimentales en ratones" para conocer con detaUe caracteristicas, sexos y edades). Los 
ratones IC R /C D l y BALB/c fueron mantenidos en el animalario de la Facultad de 
Ciencias Biolôgicas (Universidad Complutense de Madrid) en condiciones estândar de 
aUmentaciôn, con pienso (dieta A04 de PANLAB) y agua ad libitum, a una temperatura de 
22+2 °C y fotoperiodo invertido (12 h luz : 12 h oscuridad, con cambio horario a las 8:00 
h). El mantenimiento de estas condiciones fue comprobado diariamente. Por su parte, los 
ratones triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer, asf como los pertenecientes a 
la cepa s al va je de la que proceden C57BL/129Sv, fueron mantenidos en el animalario del 
Departamento de Psiquiatrfa y Medicina Legal del Instituto de Neurociencias de la 
Universidad Autônoma de Barcelona, en condiciones similares a las especificadas, con 
excepciôn del fotoperiodo, que fue normal.
3.1.12. H um an os.
Ver apartado 3.2.2.1. sobre protocolos expérimentales en humanos para conocer 
con detaUe las caracteristicas, sexos y edades de los individuos empleados en cada 
experimento realizado a lo largo de la présente tesis. En todos los protocolos 
expérimentales realizados en humanos, los participantes recibieron iuformaciôn acerca del 
propôsito del estudio y dieron su consentimiento por escrito, antes del inicio de cualquier 
procedimiento reladvo al estudio. Todos los procedimientos se Uevaron a cabo de acuerdo 
con los principios descritos en la Declaraciôn de Helsinki.
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3.1.1.3. Line as celulares.
Como diana para valorar la actividad Natural Killer de los leucocitos peritoneales 
se utüizô la Hnea celular YAC-1, procedente de un ünfoma murino de células T  induado 
por el virus de Moloney, mientras que para la valoraciôn de esta misma funciôn en 
linfocitos de sangre periférica Humana se empleo la Hnea celular K562, Hnea mieloblâsdca 
procedente de eritroleucemia humana. Ambas fueron cedidas por el Servicio de 
Inmunologia del Hospital CHnico de Madrid y mantenidas hasta su utüizaciôn a -80 °C en 
condiciones de esteriHdad y en aHcutas de 2x1 O'" células/ml de medio completo (RPMI 
1640 con 1% gentamicina, 0,1 mg/ml, y suplementado con 10% suero fetal de ternera 
cescomplementarizado) y 10% de DMSO, como agente crioprotector.
3.1.2. M ed ics de cultive y  so luciones salinas.
3.I.2.I. Soluciones salinas preparadas en  el laboratorio con  agua ultrapura.
• Soluciôn saHna tamponada de fosfatos (PBS), conteniendo cloruro sôdico (NaCl) 123,2 
mM (PANREAC); fosfato disôdico (NaaHPO^ 10,84 mM (PANREAC); fosfato 
monopotâsico (KH2PO 4) 3,23 mM (BDH CHEMICALS) y agua destilada, pH 7,4.
•  Soluciôn salina balanceada de Hank, conteniendo D (+)-glucosa (CaHizOù) 5,55 mM 
(PANREAC); cloruro magnésico (MgCb) 1 mM (PANREAC); cloruro sôdico (NaCl) 
136,89 mM (PANREAC); cloruro potâsico (KCl) 5,36 mM (PANREAC); cloruro càlcico 
(CaClz) 1,26 mM (PANREAC); fosfato magnésico (MgHPO^ 0,80 mM (PANREAC); 
fosfato monopotâsico (KH2PO 4) 0,44 mM (BDH CHEMICALS); fosfato disôdico 
(Na2HP0 4 ) 0,42 mM (PANREAC); bicarbonato sôdico (NaHCOs) 4,16 mM (PANREAC) 
y agua destilada, pH 7,4.
La esterüizaciôn de los medios se reaHzô en el caso del PBS en autoclave durante 1 
h a 1 atmôsfera de presiôn y 120 ®C, y para el Hank mediante filtraciôn a través de una 
membrana de 0,22 pm de diâmetro de poro (MILLIPORE). Los medios, una vez 
esterüizados, se almacenaron a 4 °C.
•  Tampôn fosfato 50 mM, conteniendo fosfato disôdico (Na2H P0 4 ) (PANREAC) y fosfato 
monopotâsico (KH2PO4) (BDH CHEMICALS) en relaciôn 1,5:1, pH 7.
• Tampôn fosfato 50 mM, conteniendo fosfato monopotâsico (KH2PO4) (FLUKA) pH 6,8.
3.I.2.2. M edios com erciales.
HEPES (IM) (INVITROGEN).
RPMI 1640 con rojo fenol, HEPES (25 mM) y L-glutamina (20 mM) (PAA) suplementado 
con 10% de suero fetal bovino (GIBCO BRL) (descomplementarizado mediante 
calentamiento en bario a 56 °C durante 30 min y esterüizado por filtraciôn) y 1% de 
gentamicina (0,1 mg/ml) (GIBCO BRL).
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RPMI 1640 con rojo fenol y sin L-glutamina (PAA).
RPMI 1640 sin rojo fenol y con L-glutamina (PAA).
Estos medios fueron suministrados y mantenidos en condiciones de esterilidad a 4
°C.
• Tris-borato-EDTA (TBE, lOX) (INVITROGEN).
3.1.3. R éactives y  kits com erciales.
Acetato de forbol miristato (PMA) (SIGMA), a una concentracion inicial de 2 mg/ml de 
agua:DMSO (1:3) y conservado a -20 °C hasta su udlizacion.
Acido borico (PANREAC).
Acido clorhidrico (HCl) (PANREAC).
Acido clorhidrico al 37% (SIGMA).
Acido 5,5’-ditiobis-2-nitroben2oico (DTNB) (SIGMA).
Acido etüendiaminotetracético (EDTA) (SIGMA).
Acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N%Ntetracédco (EGTA) (SIGMA).
Acido fftico (SIGMA).
Acido glioxDico (MERCK).
Acido ortofosfôrico al 85% grado HPLC (H3PO4) (FLUKA).
Acido pkrico (PANREAC).
Acido 2'-tiobarbiturico (TBA) (SIGMA).
Acido tricloracético (TCA) (PANREAC y SIGMA).
Acido triiluoroacético (SIGMA).
Agua para PCR (SIGMA).
Agua tridestilada, desionizada y esterüizada en autoclave durante 1 h a 1 atmôsfera de 
presiôn y 120°C.
Albümina de suero bovino (BSA) (SIGMA).
Alcohol metüico para HPLC (CARLO EBRA).
[a-32p]dCTP (9,25 MBq, 250 pCi) (AMERSHAM BIOSCIENCES).
Anticuerpo anti-Bactina (ABCAM).
Anticuerpos monoclonales anû-CD8, anti-CD19, anti-CD25, anti-CD llb (BD 
PHARMIGEN) y anti-CDllc (CALTAG LABORATORIES), conjugados con 
isotiocianato de fluoresceina (FITC, FLl), y anti-CD4 conjugado con ficoeritrina (PE)- 
cianina (PC5, FL3) (BD PHARMIGEN).
• Anticuerpo monoclonal anti-CML (BIOLOGO), y 2srâ-mouse conjugado con peroxidasa de 
râbano (HRP) (AMERSHAM).
• Anticuerpo monoclonal anti-MDAL conjugado con HRP (ACADEMY BIOMEDICAL 
COMPANY).
• Anticuerpos monoclonales anti-TLR2 y anti-TLR4 conjugados con PE (FL2) (BD 
PHARMIGEN).
• Aprotinina (SIGMA).
• Azida sôdica (SIGMA).
• Azul tripân, soluciôn al 0,4%, estéril (SIGMA).
• Azur-eosina-azul de metileno (PANREAC).
•  p-mercaptoetanol (SIGMA).
• p-Nicotinamida adenina dinucleôtido fosfato, forma reducida ({3-NADPH) (SIGMA).
• Bicarbonato sôdico (NaHCOs) (PANREAC).
• Butilhidroxitolueno (BHT) (SIGMA).
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Cianoborohidruro de sodio (NaBH^CN) (MERCPQ.
Citrato sôdico en tubos estériles (BD VACUTAINER SYSTEMS).
Cloroformo (RIEDEL-DE HAËN).
Cloruro câlcico (CaCb) (PANREAC).
Cloruro de acetilo (FLUKA).
Cloruro magnésico (MgCb) (PANREAC).
Cloruro potâsico (KCl) (PANREAC).
Cloruro sôdico (NaCl) (PANREAC).
Concanavalina A (ConA) (SIGMA) a una concentraciôn de 200 pg/ml en PBS estéril y 
ahnacenada a -20 °C. 
dCTP (INVITROGEN).
DETAPAC (SIGMA).
Detergente NP-40 (soluciôn al 10%) (FLUKA).
Diacetato de diclorodihidrofluorescema (Sonda fluorescente, H2DCF-DA) 
(MOLECULAR PROBES), a una concentraciôn inicial de 10 mM en PBS estérl, y 
conservado a -20 °C hasta su uso.
Diclorometano (SIGMA).
Dimetil-sulfôxido (DMSO) (SIGMA).
Dioxano (MERCK).
Disulfuro de carbono (CS2) (SIGMA).
Ditioeritrol (SIGMA).
Ditiotreitol (D'1'1) (SIGMA).
ELIS A para valorar niveles de IL-2 en humano (DIACLONE).
ELI SA para valorar niveles de IL-2 en ratôn (R&D SYSTEMS).
ELIS A para valorar niveles de IL-8 en humano (DIACLONE).
ELI SA para valorar niveles de TNF-a en humano (DIACLONE).
ELISA para valorar niveles de TNF-a en ratôn (HYCULT BIOTECHNOLOGY). 
Estândares de âcidos grasos con tiempo de retenciôn conocido (SIGMA).
Estândares internos no deuterados (SIGMA).
Estândares pretenidos de peso molecular conocido para seguimiento de electroforesis 
(BIORAD).
Etanol (MERCK).
Fenilmetilsulfonil-floruro (PMSF) (SIGMA).
Fitohemaglutinina (PHA) (SIGMA). Se prépara una soluciôn de 250 pg/ml de 
concentraciôn en PBS, se aücuota y conserva a —20 °C hasta su uso.
Flumil® (ZAMBON).
Fosfato disôdico (Na2HP0 4 ) (PANREAC).
Fosfato magnésico (MgHP0 4 ) (PANREAC).
Fosfato monopotâsico (KH2PO4) (BDH CHEMICALS).
Fosfato monopotâsico (KH2PO4) para HPLC (FLUKA).
Fragmento Klenow de la ADN poHmerasa I y el correspondiente tampôn Klenow 
(INVITROGEN).
Gentamicina (GIBCO BRL).
GHcerol (SIGMA).
D (+)-Glucosa (CôHisOô) (PANREAC).
Glutation reducido (GSH) (SIGMA).
Glutation reductasa (GR) (SIGMA).
Hexanol (FLUKA).
Hidroperôxido de cumeno (SIGMA).
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Hidréxido de potasio (KOH) (MERCK).
Histopaque de densidad 1,077 g/m l (SIGMA DIAGNOSTICS). Medio separador de las 
células sangumeas que se présenta en botellas de 100 ml y se conserva a 2-8 °C en 
oscuridad.
Histopaque de densidad 1,119 g/m l (SIGMA DIAGNOSTICS). De caracteristicas 
similares al anterior.
JC-1 (Sonda fluorescente) (MOLECULAR PROBES), a una concentraciôn de 1 mg/ml en 
DMSO y almacenado a -20 °C.
Kit colorimétrico para valorar actividad citotôxica (PROMEGA).
Kit colorimétrico para valorar la capacidad antioxidante total (DELTACLON).
Kit colorimétrico para valorar cortisol (BIOLINIQ.
Kit colorimétrico para valorar contenido proteico a través del âcido bicinconi'nico (BCA) 
(SIGMA).
Kit fluorométrico para valorar actividad xantina oxidasa (MOLECULAR PROBES). 
LipopoHsacârido (EPS) (SIGMA) de E. coli (055:B5), alicuotado a 100 pg/ml en PBS estéril 
y almacenado a -20 °C.
Liquido de centeUeo (PANREAC).
Liquido de Turk (PANREAC). 
d8-lisina (MSD ISOTOPES).
Malondihaldehido (MDA) (SIGMA).
Metanol (MERCK).
Metanol grado HPLC (MERCK).
Mezcla de dATP, dTTP y dGTP (INVITROGEN).
N-butanol (PANREAC).
N-etil-maleimida (NEM) (SIGMA).
Nitroazul de tetrazolio (NBT) (SIGMA). Puesto que se présenta lioflHzado, se reconstruye 
con soluciôn de Hank en el momento de su utüizaciôn para obtener una concentraciôn de 
1 mg/ml. Se conserva a 4 °C protegiéndolo de la luz.
Nitrôgeno liquido (FACULTAD CC QUIMICAS, UCM).
Nitrôgeno gas para evaporar (AIR LIQUID).
N-pentano (98 %) (SIGMA).
N-Succinü-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-trifluorometücumarina (Suc-LLVY) (SIGMA). 
OHgodeoxinuecleôtidos de cadena sencüla sentido y antisentido, correspondientes a la 
regiôn paündrômica xB (5’-GGGAATTCCC-3’) (INVITROGEN).
Partfculas de latex, de 1,091+0,0082 pm de diâmetro (SIGMA), düuidas al 1% en PBS 
estérü y conservadas a 4 °C hasta su uso.
Pepstatina (AMERSHAM).
Péptido formüado (f-Met-Leu-Phe: fMLP) de E. coli (SIGMA), reconstituido en PBS (10-2 
M), alicuotado y conservado a -20 °C hasta su utüizaciôn.
Perôxido de hidrôgeno (H2O 2, soluciôn al 35%) (MERCK).
Persulfato de amonio (SIGMA).
Poliacrüamida.-bisacrüamida (30:1) (SIGMA).
PoH(dI-dC) de doble cadena (AMERSHAM BIOSCIENCES).
RIA para valorar niveles de Corticosterona (SIEMENS).
Sistema de detecciôn de 21 citoquinas de ratôn mediante MULTIPLEX (UPSTATE). 
Sucrosa (PANREAC).
Suero fetal bovino (GIBCO BRL).
Sustrato quimioluminiscente de la HRP (MILLIPORE).
TEMED (SIGMA).
Tetraborato de sodio (NaBH4) (SIGMA).
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Timidina tritiada (ICN) con una actividad especi'fîca de 35 Ci/mmol, diluida a 0,1m Ci/ml 
en PBS estéril y almacenada a 4° C.
Tindôn de plata (INVITROGEN).
Triton X-100 (SIGMA).
Z-Leu-Leu-Glu-7-amido-4-metilcumarina (Z-LLE) (SIGMA).
Z-Leu-Leu-Leu-al (MG132) (SIGMA).
3.14. M aterial de laboratorio.
Agujas.
Câmaras de Boyden, utilizadas en las pruebas de quimiotaxis. Fabricadas de metacrilato, 
presentan dos compartimentos de 13 mm de diâmetro externo, 9 mm de diâmetro interno 
y 5 mm de altura cada uno.
Columna capilar SP2330 (30 m x 0,25 mm x 0,20 pm).
Columna capilar 30 m HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).
Columnas de adherencia; preparada en pipeta Pasteur, en la que se empaquetan 50 mg de 
lana de nylon con una altura de 1,25 cm.
Columna de extracciôn en fase sôlida C-18 de 1 ml (SUPELCO).
Columna de intercambio iônico (DOWEX-50W).
Columnas de sefadex G25 (AMERSHAM BIOSCIENCES).
Columna Novapack Cl 8 (15 cm x 3,9 mm) (WATERS).
Contador de células manual (REXEL).
Cronômetros.
Cubetas de vidrio ôptico y de cuarzo de 1 cm de paso ôptico (STARNA).
Enriquecimiento ambiental (LILLICO).
Filtros (MILLIPORE) de 25 mm de diâmetro y 0,22 pm de poro, para la esterüizaciôn de 
medios.
Fütros (MILLIPORE) de nitrocelulosa transparentables de 13 mm de diâmetro y 3 pm de 
poro, para las pruebas de quimiotaxis.
Flask de cultivo (IWAKI GLASS).
Hemocitômetro de Neubauer (BLAU BRAND).
Jeringa HAMILTON.
Lana de nylon (DU PONT).
Material de electroforesis en una y dos dimensiones (2D PAGE), y de transferencia: 
cubetas, etc. (Mini-Protean Tetra CeU y Criterion, BIORAD).
Material de disecciôn: tijeras, pinzas, etc.
Material de plâstico: jeringuülas desechables, tubos, eppendorfs, guantes, puntas de pipetas 
automâticas, parafüm, etc.
Material de vidrio: tubos, pipetas Pasteur, portaobjetos, cubreobjetos, plaças Pétri, 
probetas, vasos de precipitados, termômetros, etc.
Membrana de transferencia (MILLIPORE).
Papel de fütro (ALBET) para la recolecciôn de células.
Papel WHATMAN para electrotransferencia de gel.
Pipetas automâticas y multidispensadoras (GILSON y BOECO).
Plaças M.I.F. (KARTELL) de 8 pocülos (1,5 cm de diâmetro) para el ensayo de fagocitosis. 
Plaças de 96 pocülos: de fondo piano transparentes (NUNC), de fondo piano negras 
(COSTAR), y de fondo en U transparentes (NUNC).
118
Material y Métodos
La esterilizaciôn de material se efectua en autoclave a 120°C y 1 atmôsfera de 
presiôn durante 1 hora. Para el material que no puede ser sometido a autoclave (pipetas 
automâticas, columnas de adherencia, etc.), se emplea luz ultravioleta durante 20 minutos 
antes de la utilizacion del mismo.
3.1.5. Aparataje.
Agitadores de tubos y de plaças (BUNSEN).
Autoclave (SELECTA).
Balanzas de precisiôn (SAUTER y SARTORIUS).
Balas de CO2 y de helio (PRAXAIR).
Bano con sonicaciôn (UPSTATE).
Bano termostatizado con agitaciôn (PRECISION SCIENTIFIC).
Biospec 47/40 (BRUKER).
Bloque térmico (SELECTA).
Bomba de filtraciôn (MILLIPORE).
Cabinas de flujo laminar (TELSTAR AV-lOO, TELSTAR MICRO-H).
Campo abierto (TALLER FACULTAD CC FISICAS, UCM).
Centrifuga omnffuga refrigerada (2.0 RS HERAEUS).
Centrifuga 32R (HETTICH ZENTRIFUGEN).
Centrifuga modelo 5702R (EPPENDORF).
Centrifuga SPD121P (THERMO ELECTRON CORPORATION).
Citômetro de flujo (FACSCAN, BECKTON DICKINSON).
Congeladores de -20°C (LIEBHERR) y de -80° C (HERAEUS).
Contador p automâtdco (PERKIN-ELMER).
Contador y automâtico (PERKIN-ELMER).
Cromatôgrafo de gases 7890A AGILENT TECHNOLOGIES.
Cromatôgrafo de gases HEWLETT-PACKARD 6890 Serie II.
Destilador de agua (MILLIPORE).
Destilador de agua ultrapura (MILLIPORE).
Dispensador de hielo picado (SCOTSMAN).
Equipo de anâüsis de imâgenes ChemiDoc (BIORAD).
Espectrofotômetro (ESPECTRONICS GENESIS 5).
Espectrofotômetro y Fluorimetro de plaças (TECAN).
Espectrômetro de masas HEWLETT-PACKARD 5973A.
Evaporador N-evap Model 113 (ORGANOMATION)
Frigorificos (FAGOR y LIEBHERR).
Fuente de alimentaciôn para electroforesis (BIORAD).
Homogeneizador mecânico (WHEATON INSTRUMENTS).
Homogeneizadores vidrio-teflôn de 5 y 2 ml (POBEL).
Homogeneizador vidrio-vidrio de 60 ml (ALAMO).
HPLC 2010 ALLIANCE con bomba isocrâtica LC625 SYSTEM y detector UV WATERS 
486.
HPLC en un sistema HEWLETT-PACKARD Serie 110.
Incubador termostatizado con atmôsfera de CO2 regulable (KOWELL y HERAEUS). 
Laberinto en cruz elevado (PANLAB).
Luminômetro (LUMINEX 100™, UPSTATE).
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Microfuga refrigerada (BIOFUGE PICO, HERAEUS).
Microscopio invertido (PLEUGER).
Microscopios opticos de contraste de fase (NIKON).
pH-metro con electrodo (CRISON) y micropH-metro (HANNA INSTRUMENTS) con 
minitrodo (HAMILTON).
Phosphorimager (BIORAD).
Piscina Porsolt (TALLER FACULTAD CC FISICAS, UCM).
Recolector de células (SKATRON).
Sistema de filtraciôn de plaças (MILLIPORE).
Sistema de vacio universal UVS400A (THERMO ELECTRON CORPORATION). 
Sonicador (BANDELIN SONOPULS).
Tablero de agujeros (TALLER FACULTAD CC FISICAS, UCM).
Vibrador de brazo oscilante (VIBROMATIC 348, SELECTA).
Vôrtex (PACISA).
3.2. D ISEN O S EXPERIM ENTALES Y M ÉTO DO S.
3.2.1. Animales de experimentaciôn: ratones.
3.2.1.1. Protocolos expérimentales en ratones.
3.2.1.1.1. Caracterizaciôn de ratones viejos y longevos a nivel inmunitario y 
neurolôgico.
Para los estudios en longevos utilizamos hembras ex-reproductoras de las cepas y 
edades que a continuaciôn se detallan:
1) Ratones IC R /C D l (HARLAJM INTERFAUNA IBÉRICA) adultos maduros (44±4 
semanas), viejos (69±4), muy viejos (92±4) y longevos (125±4). Los animales fueron 
marcados con âcido pkrico para su seguimiento individuahzado y se mantuvieron en 
grupos de mâximo 7 individuos. El numéro inicial de sujetos por grupo varié entre 7 y 14 
individuos. Las muestras que se tomaron fueron leucocitos peritoneales, sin sacrificar a los 
animales. Los ensayos se realizaron con las muestras frescas, lo que posibüitô estudios de 
funcionalidad celular. Asf, ademâs de las principales subpoblaciones de leucocitos 
peritoneales, se estudio la capacidad quimiotâctica de macrôfagos y linfocitos, la fagocitosis 
de macrôfagos, los niveles de ROS intraleucocitarios, la HnfoproHferacion basal y en 
presencia de los esrimulos concanavalina A (ConA) y üpopolisacârido (LPS), y la actividad 
NK. También se analizaron los niveles de una variedad de citoquinas pro- y anti-
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inflamatorias, factores de crecimiento y quimioquinas en los sobrenadantes de los cultivos 
citados. Ademâs, como marcadores de oxidaciôn, se valoraron los niveles de glutation 
oxidado (GSSG) y se determinô la actividad de la xantina oxidasa (XO) en los leucocitos. 
Las defensas antioxidantes intraleucocitarias se estudiaron en base a los niveles de glutation 
reducido (GSH), y a las actividades de las enzimas glutation peroxidasa (GPx) y catalasa 
(CAT). También, analizamos la activaciôn del NFxB en el nùcleo de los leucocitos, la 
expresiôn en membrana de receptores ToU (TLR) 2 y 4 en las principales subpoblaciones 
de células peritoneales, y la apoptosis. Los animales se usaron posteriormente en los 
estudios de Imagen por Resonancia Magnética para valorar los cambios morfolôgicos 
cerebrales. Se anotô la fecha de muerte natural de cada sujeto.
2) Ratones BALB/c (HARLAM INTERFAUNA IBÉRICA) adultos (28±4 semanas), 
viejos (76±4) y longevos (128±4). Los animales se mantuvieron en grupos de un mâximo 
de 7 individuos. El numéro de individuos por grupo experimental variô entre 6 y 11. Las 
muestras empleadas fueron cerebro y bazo. Adicionalmente, se realizaron medidas en 
ganglios axilares, corazôn, pulmôn, rinôn, higado y leucocitos peritoneales. Estas muestras 
fueron congeladas a -80 °C para la posterior realizaciôn de los ensayos, que consistieron en 
la valoraciôn del dano oxidativo a proteinas, mediante el estudio de los marcadores 
malondialdehido-lisina (MDAL), carboximetil-lisina (CML), carboxietil-lisina (CEL), 
semialdehido glutâmico (GSA) y semialdehido aminodipico (AASA), asi como de las 
actividades quimiotripsina y caspasa del proteasoma 20S. También se analizô la 
composiciôn en âcidos grasos procedentes de los Hpidos totales.
3.2.I.I.2. Efecto del aislamiento social sobre diversas funciones de Hnfocitos 
esplénicos y tim icos, asf com o sobre el contenido en glutation de esas células 
durante la vejez en ratones hembras.
El desarroUo del modelo animal de soledad en la vejez, que intenta reproducir la 
viudedad y el aislamiento social que con la edad experimentan muchas personas, 
especialmente mujeres, se Uevô a cabo por la Dra. Lydia Giménez-Llort en el 
Departamento de Psiquiatria y Medicina Legal del Instituto de Neurociencias de la 
Universidad Autônoma de Barcelona. Para eUo, un grupo de 20 ratones hembras no 
reproductoras de la cepa C57BL/129Sv estabuladas en grupos de 4-5 animales hasta su
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vejez (72 semanas), siguieron en grupo (contrôles, n=10) o fueron aisladas a partir de ese 
momento y hasta alcanzar las 96 semanas de edad (aisladas, n=10). Los animales fueron 
sacrificados y se extrajeron muestras de bazo y timo, que nos fueron cedidas, y se 
procesaron en fresco, para posibilitar los estudios funcionales. De dichos ôrganos se 
obiuvieron los linfocitos, en los que se analizô la quimiotaxis, la proHferaciôn basai y en 
respuesta a ConA y LPS, y la actividad NK. También se valoraron los niveles de IL-2, 
incucidos por ConA, y los de TN F-a, en respuesta a LPS, en los sobrenadantes de dichos 
cultivos. Ademâs, se determinaron los niveles de GSH intralinfocitarios, y se obtuvo el 
plasma, en el que se determinaron los niveles de corticosterona.
3.2.I.I.3. Estudio de los cambios inm unoendocrinos en ratones hembras y machos 
viejos triple-transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
Para el estudio de las alteraciones inmunitarias sistémicas y las endocrinas (niveles 
de corticosterona) en individuos con la enfermedad de Alzheimer (AD), se escogiô el 
modelo de ratôn triple transgénico (3xTgAD) desarroUado en la Universidad Irvine de 
CaUfornia por el equipo del Profesor F.M. LaFerla. Estos animales albergan los transgenes 
ë3/mi46v> ^PPswe y ^^p3oiL, manera que mimetizan la neuropatologia del cerebro humano 
con Alzheimer, en las regiones relevantes de la enfermedad, y de manera dependiente de la 
edad. Los animales que se emplearon fueron hembras y machos 3xTgAD viejos (60 
semanas de edad). De la cepa de ratôn salvaje C57BL/129Sv (NTg), de la que se obtuvo el 
3xTgAD, se utiUzaron ratones hembras y machos adultos (24 semanas) y viejos (60 
semanas). Todos los animales eran virgenes, y fueron mantenidos en grupos de 4-5. El 
numéro final de individuos utüizados por grupo variô entre 6 y 14. Los animales fueron 
sacrificados y se obtuvieron muestras de bazo y timo, que nos fueron cedidas por la Dra. 
Lydia Giménez-Llort, y se procesaron en fresco. Los parâmetros funcionales anaUzados en 
este estudio, en los Hnfocitos esplénicos y timicos, fueron la quimiotaxis, la proHferaciôn 
basai e inducida por ConA y LPS, y la actividad NK. También se estudiaron los niveles de 
IL-2 (en sobrenadantes de cultivo de Hnfocitos inducidos por ConA), y de TN F-a (en 
soDrenadantes de cultivo de Hnfocitos estimulados con LPS). Ademâs, se valoraron los 
niveles de GSH intraUnfocitarios, asf como los niveles plasmâticos de corticosterona.
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3.2.I.I.4. E fe c to  de un am biente enriquecido sobre diverses asp ectos de lo s  sistem as  
inm unitario y  nervioso a lo  largo del envejecim iento cronolôgico.
Se estudiaron las muestras de leucocitos peritoneales de ratones hembras ex- 
reproductoras IC R /C D l (HARLAM INTERFAUNA IBÉRICA) adultos maduros (44±4 
semanas), viejos (69±4), y muy viejos (92±4) enriquecidos y no enriquecidos (control). Los 
animales, que fueron marcados con âcido pkrico para su seguimiento individualizado, se 
mantuvieron en  grupos de mâximo 7 individuos. El numéro inicial de sujetos por grupo 
variô entre 7 y 14 individuos. El enriquecimiento consisdô en la introducciôn en el interior 
de las jaulas de diversos objetos de distintas formas y colores, que fueron intercambiados 
cada 2 dias. Entre ellos se incluyô ademâs una casa de ratôn, que fue mantenida 
permanentemente (Fig. 7A). En el momento de los intercambios de objetos, los animales 
del grupo control fueron solo manipulados.
D e manera previa al estudio inmunolôgico, se determinô el efecto del ambiente 
enriquecido (5-8 semanas) sobre varias pruebas conductuales (tablero de agujeros, campo 
abierto, laberinto elevado en cruz y nataciôn forzada).
El anâüsis inmunitario se realizô con los leucocitos peritoneales frescos, lo que 
posibilitô estudios de funcionalidad celular. Esta toma de muestra se prolongô 2 meses, de 
modo que, hasta el momento de la adquisiciôn de los leucocitos peritoneales, los animales 
enriquecidos de cada grupo de edad habfan vivido en el ambiente enriquecido un minimo 
de 8 semanas y un mâximo de 16. Se estudiaron las principales subpoblaciones de 
leucocitos peritoneales, la capacidad quimiotâctica de macrôfagos y linfocitos, la fagocitosis 
de macrôfagos, los niveles de ROS intraleucocitarios, la linfoproliferaciôn basai y en 
presencia de ConA y LPS, y la actividad NK. También se estudiaron los niveles de IL-2 (en 
sobrenadantes de cultivo inducidos por ConA), y de TNF-a (en sobrenadantes de cultivo 
estimulados con LPS). Como marcadores de oxidaciôn, se valoraron los niveles de GSSG y 
se determinô la actividad de la XO en el interior de los leucocitos. Las defensas 
antioxidantes intraleucocitarias se estudiaron en base a los niveles de GSH, y a las 
actividades de las enzimas GPx y CAT. Ademâs, analizamos la expresiôn de TLR-2 y TLR- 
4 en las subpoblaciones de células peritoneales mayoritarias, asi como la apoptosis.
Una vez finalizado el estudio inmunolôgico, los animales se sometieron a estudios 
de Imagen por Resonancia Magnética, de modo que los individuos enriquecidos habian 
disfrutado en ese momento de 16-18 semanas de enriquecimiento.
123
Material y Métodos
A)
B)
El ambiente enriquecido fue mantenido hasta la muerte natural de los animales de 
este grupo de enriquecim iento, la cual fue anotada para los estudios de longevidad. 
También se anotô la fecha de muerte natural de los animales del grupo control.
f  -m,
Figura 7. Enriquecimiento ambiental a lo largo de la edad (A) y en el m odelo 3xTgAD (B). El iglû en (A) y 
este y la rueda de ratôn en (B) fueron mantenidos de manera permanente, mientras que los otros objetos se 
inteicambiaban cada dos dias.
3.21.1.5. E fecto  de un am biente enriquecido sobre diversos aspectos de los sistem as  
inmunitario y endocrino en ratones hem bras y m achos viejos triple-transgénicos  
para la enferm edad de Alzheim er.
Los animales que se emplearon fueron hembras y machos 3xTgAD y N T g viejos 
(60 semanas de edad) enriquecidos y no enriquecidos. Todos los animales eran virgenes, y 
fueion mantenidos en grupos de 4-5. El num éro final de individuos utüizados por grupo 
variô entre 6 y 12. Los animales fueron sacrificados a la edad indicada y se obtuvieron 
muestras de bazo y timo, que nos fueron cedidas por la Dra. Lydia G im énez-Llort y se 
procesaron en fresco, para posibilitar los estudios funcionales. Se analizô la quimiotaxis, la 
pro'iferaciôn basai e inducida por ConA y LPS, y la actividad N K  de linfocitos esplénicos y
124
Material y Métodos
timicos. También se estudiaron los niveles de IL-2 (en sobrenadantes de cultivo de 
linfocitos inducidos por ConA), y de TN F-a (en sobrenadantes de cultivo de linfocitos 
estimulados con LPS). Ademâs, se valoro el contenido intralinfocitario en GSH, y se 
obtuvo el plasma para la determinaciôn de los niveles de corticosterona.
En este caso, el enriquecimiento ambiental comenzô en la etapa adulta (24 semanas 
de edad) y se prolongé 5 meses y medio, esto es, durante 22 semanas, hasta la edad de 46 
semanas. D e igual modo, el enriquecimiento consistiô en diversos objetos de colores y 
texturas variados, que se intercambiaron cada 2 dias. En el m om ento de intercambio de 
esos objetos, los animales del grupo control eran manipulados. Se incluyô, ademâs de un 
iglû permanente, una rueda para roedores (Fig. 7B).
3.2.I.2. M étodos expérimentales en ratones.
3 2.1.2.1. Estudio conductual.
Se reaHzô una bateria de pruebas destinadas a valorar parâmetros comportamentales 
taies como actividad motora, actividad exploratoria, emotividad y ansiedad. Antes de 
iniciarse éstas, los animales fueron identifîcados mediante marcaje con âcido picrico para su 
seguimiento individual. Las pruebas elegidas fueron: tablero con agujeros, campo abierto, 
laberinto en cruz elevado y test de Porsolt o de nataciôn forzada; a las que los animales 
fueron sometidos en el orden mencionado (Fig. 8), siempre de 8.00 a 14.00 h (fase de 
oscuridad). Se dejô un intervalo de 3 dias entre pruebas consecutivas para permitir la 
compléta recuperaciôn de los animales (De Cabo et al., 1995; Pérez-Alvarez et al., 2005). El 
test de Porsolt tiene un protocolo distinto al utiHzado en el ensayo de analgesia inducida 
por estrés, como se expone mâs adelante.
Tablero de agujeros
El tablero con agujeros (Fig. 8A) es un instrumento consistente en un prisma 
cuadrangular, descubierto, con unas dimensiones de 45 cm de altura y base cuadrada de 60 
cm de lado. Tanto las paredes como el suelo del tablero estân pintadas de color negro mate, 
estando ademâs la base dividida en 36 cuadrados de 10 cm de lado cada uno de eUos y 
deümitados por Hneas de color bianco. En la zona central se encuentran 4 agujeros
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C)
B)
D)
F ig ifa  8. Bateria de pruebas comportamentales en el orden empleado; tablero con agujeros (A), campo 
abierto (B), laberinto en cruz elevado (C) y test de Porsolt (D).
equidistantes, de 3,8 cm de diâmetro, situados de manera que dibujan una zona central 
formada por 4 cuadrados.
La prueba comienza colocando al animal en un cuadrante externo. Se realizô en luz 
roj2. D urante los 5 minutos de duraciôn de la misma se registraron los siguientes 
parimetros:
Deambulaciôn externa: Représenta el numéro de cuadrantes adyacentes a la pared del 
recinto recorridos por el animal, considerando que éste cruza un cuadrante cuando 
introduce en él sus 4 patas. Esta medida es una muestra de la actividad m otora 
horizontal del animal. Los resultados se expresaron como num éro absoluto de 
cuadrantes.
Deambulaciôn interna: Représenta el numéro de cuadrantes que el animal cruza en la 
zona interna del recinto, considerando que el animal estâ dentro del cuadrante 
cuando ha introducido 3 patas. Los ratones presentan tigmotaxia (tendencia a
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desplazarse en contacto con una pared), por lo que la tasa de deambulaciôn interna 
estâ inversamente relacionada con el nivel de emotividad de los animales. Ademâs, se 
anotô la deambulaciôn central por la zona mâs interna del recinto. Ambas se 
expresaron como numéro absoluto y como % de la deambulaciôn total.
Deambulaciôn total: Se obtiene como resultado de sumar la deambulaciôn externa y la 
interna.
Tasa de postura erguida: Représenta actividad vertical. Se considéra que el animal 
présenta postura erguida cuando se apoya ùnicamente sobre las patas traseras y el 
cuerpo se eleva al menos 90® con respecto al suelo. Se expresô en numéro.
Frecuencia de exploraciôn de agujeros: Se define como el numéro de veces que el animal 
introduce el hocico o la cabeza en el interior de algun agujero para explorarlo. Se ha 
sugerido que este parâmetro représenta la exploraciôn inquisitiva del animal 
(Robbins, 1977).
Tiempo de exploraciôn de agujeros: Se define como el tiempo en segundos que el 
animal invierte explorando agujeros. Este parâmetro es un reflejo de la exploraciôn 
inspectiva del animal (Robbins, 1977).
Defecaciones: Représenta una medida de neofobia (Walsh y Cummins, 1976). Los 
resultados se expresaron en numéro.
Conductas de acicalamiento: Se relacionan con los niveles de ansiedad (File et al., 1988). 
Se anotô el numéro de este tipo de conductas realizadas por el animal a lo largo de la 
prueba.
La deambulaciôn externa, por la periferia del recinto, es considerada como un 
parâmetro general de locomociôn. Por otra parte, la postura erguida es frecuentemente 
considerada como un parâmetro con valor exploratorio en diversas observaciones 
comportamentales. Sin embargo, en esta prueba, la postura erguida se considéra como un 
parâmetro de actividad general o, en todo caso, de exploraciôn inespecifica, en 
contraposiciôn a la exploraciôn dirigida, representada por la frecuencia y el tiempo de 
exploraciôn de los agujeros, que son estimulos para el animal (Füe, 1992; De Cabo et al., 
1995). De esta forma, esta prueba nos permite obtener medidas independientes de la 
actividad motora (deambulaciôn externa y postura erguida) y de la exploraciôn dirigida a 
estimulo (frecuencia y duraciôn de exploraciôn de agujeros) (File, 1992).
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Campo abierto
El campo abierto (Fig. 8B) consiste en un cilindro de 76 cm de diâmetro y 50 cm de 
altura, con paredes y suelo de color negro mate. El suelo se encuentra dividido en dos 
ci'rculos concéntricos de 17 cm y 45 cm de diâmetro cada uno de ellos, a su vez parcelados 
en un total de 19 sectores delimitados por rayas rojas mate.
La prueba comienza colocando al animal en un sector externo. Este test fue Uevado 
a cabo en un ambiente iluminado con luz blanca. Durante los 3 minutos de duraciôn de la 
prueba se registre: deambulaciôn externa, interna y total; tasa de postura erguida; 
defecaciones; conductas de acicalamiento. Todos estos paramétrés se valoraron de manera 
idéntica a la defînida para el tablero de agujeros y üenen una interpretacion similar a la 
previamente descrita, a excepciôn de la postura erguida, que en el campo abierto tiene un 
carâcter exploratorio. Adicionalmente, se registre el tiempo de inmovilidad, que indica 
estado de emotividad, fundamentalmente relacionado con miedo y ansiedad, en segundos 
(De Cabo et al., 1995).
Laberinto elevado en cruz
El laberinto en cruz elevado (Fig. 8C) es un aparato que esta formado por dos 
brazes abierto s de 50 cm de longitud y 10 cm de ancho enfrentados, y por dos brazes 
cerrados, con paredes de 40 cm de altura, también enfrentados y con las mismas 
dimensiones que los abiertos, en posicion perpendicular a estes ultimes. La confluencia de 
los cuatro brazes da lugar a un cuadrado central de 10 cm de lado. Esta construido en 
material plasdco rigide de color azul mate, el suelo pintade de color negro mate, 
encontrândose ademâs elevado 62 cm del suelo por un soporte metâlico que consta de 
echo patas.
Esta prueba, que valora la ansiedad del animal, se basa en la aversion que 
experimentan los roedores a la altura y a los espacios abiertos. Se escogiô una duraciôn de 
la prueba de 5 minutos (De Cabo et al., 1995), dado que el comportamiento de aversion es 
particularmente marcado durante ese tiempo comenzando a disminuir tras un période de 
10 minutos (Montgomery, 1958). Se realizô en luz roja.
La prueba comienza situando el animal en la zona central neutra del aparato 
mirando hacia un brazo cerrado. Se considéra que el animal esta en uno de los brazos 
cuando mantiene sus cuatro patas dentro de él y que sale del brazo cuando saca, al menos, 
una de las patas (PeUow et al., 1985).
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En esta prueba se registraron los siguientes parâmetros:
Numéro de entradas a los brazos abiertos: Numéro de veces que el animal entra en 
cualquiera de los dos brazos abiertos.
Tiempo en brazos abiertos: Tiempo que el animal permanece en brazos abiertos.
Numéro de entradas a brazos cerrados: Numéro de veces que el animal entra en 
cualquiera de los dos brazos cerrados.
Tiempo en brazos cerrados: Tiempo que el animal permanece en brazos cerrados.
Tiempo en central: Tiempo que el animal permanece en la zona central de intersecciôn 
entre brazos.
Adicionalmente se calcularon las siguientes variables:
Numéro de entradas totales: Numéro de veces que el animal entra en alguno de los 
brazos.
Porcentaje de entradas a los brazos abiertos: Représenta el numéro de entradas en los 
brazos abiertos frente al numéro total de entradas realizadas en cualquier tipo de 
brazo.
Porcentaje de entradas a los brazos cerrados: Représenta el numéro de entradas en los 
brazos cerrados frente al numéro total de entradas realizadas en cualquier tipo de 
brazo.
Tiempo total en los brazos: Tiempo en segundos que el animal ha pasado explorando 
cualquiera de los brazos.
Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos: Représenta el tiempo pasado en los brazos 
abiertos frente al tiempo total empleado explorando cualquier tipo de brazo.
Porcentaje de tiempo en los brazos cerrados: Représenta el tiempo pasado en los brazos 
cerrados frente al tiempo total empleado explorando cualquier tipo de brazo.
Se ha visto que el porcentaje de tiempo empleado en la exploraciôn de brazos 
abiertos es el parâmetro que mejor estima los niveles de ansiedad del animal, mientras que 
el numéro de entradas en brazos cerrados représenta una estimaciôn de la actividad motora 
general del animal (Pellow et al., 1985; File, 1992).
T est de Porsolt o de nataciôn forzada
Cuando los ratones son obligados a nadar en un espacio reducido, râpidamente 
dejan de realizar movimientos de escape y se quedan inmôvües. Dicha inmovilidad se ve 
reducida cuando al animal se le administran fârmacos de acciôn antidepresiva (Porsolt et al..
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1977). Por lo tanto, mediante la realizaciôn de esta prueba puede valorarse el fenotipo mas 
o menos depresivo de los animales (Shearman et al., 2003; Cryan y Mombereau, 2004).
El modelo de nataciôn forzada (Fig. 8D) consiste en introducir al animal en el 
interior de una piscina (en este caso cüindrica, de metacrilato, con dimensiones de 30 cm de 
diâmetro y 50 cm de altura, con agua hasta los 30 cm) con agua mantenida a una 
temperatura constante de 23±1°C, y registrar el tiempo de latencia a la primera flotaciôn, el 
tiempo de inmovilidad que présenta el animal, el tiempo de nataciôn y el tiempo que dedica 
el animal a conductas de escape o climbing. El tiempo de inmovilidad se define como el 
tiempo que el animal permanece en una postura tipica en la que solo realiza los 
movimientos necesarios para flotar y mantener la cabeza fuera del agua. Esta prueba fue 
Uevada a cabo en luz roja. A cada animal se le somete a la prueba en dos dias consecutivos, 
con las siguientes condiciones:
1) DIA 1: El animal nada durante 15 min. El observador registra las variables 
especificadas con anterioridad durante los 5 primeros minutos de la prueba. Esta es 
una fase donde, presumiblemente, se pone de manifiesto el componente emocional.
2) DIA 2: 24 horas después el animal nada durante 5 minutos, registrândose las 
conductas durante todo el tiempo que dura la prueba. En este segundo dia de 
prueba puede existir un componente de aprendizaje.
Una vez finaüzada la bateria de pruebas comportamentales, se dejô un intervalo 
minimo de 3 dias de reposo para permitir la total recuperaciôn del animal y evitar posibles 
interferencias de dichas pruebas con las variables inmunitarias que son analizadas con 
posterioridad.
3.2.I.2.2. Obtenciôn de las mue stras biologicas en ratones.
O btenciôn de la suspension peritoneal. R ecuento y  viabilidad celular
Los leucocitos fueron obtenidos del peritoneo de los animales sin necesidad del 
sacrificio de los mismos, siempre a la misma hora y en la fase oscura de su ciclo vital (8.30-
10.00 h), mediante el siguiente protocole :
1) Sujeciôn del animal, con los dedos pulgar e indice se sujetô al ratôn por la piel de la parte 
posterior de la cabeza; se le dio la vuelta, colocândolo boca arriba y se inmovilizaron 
las extremidades inferiores sujetando la cola por su zona mâs anterior entre los dedos 
anular y mehique, y la palma de la mano.
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2) înyecciôn de un medio salino\ una vez inmovilizado el ratôn, se le inyectô
intraperitonealmente un volumen de 3 ml de soluciôn de Hank estéril y atemperada a 
37 °C, y se masajeô suavemente el abdomen.
3) Obtenciôn de la suspension peritoneal. La suspensiôn peritoneal va saliendo por el mismo
oriHcio por el que fue introducida la soluciôn de Hank, recogiéndose 
aproximadamente el 90% del volumen inyectado, el cual se depositô en un tubo de 
vidrio estéril y se mantuvo en hielo.
4) Rfcuento de las células de la suspensiôn peritoneal Las células obtenidas del peritoneo fueron
principalmente linfocitos y macrôfagos, en proporciôn aproximada del 59% y 39%, 
respectivamente. Los macrôfagos y linfocitos fueron identificados por su morfologia 
y tamano caracteristicos, y contabüizados por ml de suspensiôn utüizando un 
hemocitômetro de Neubauer y un microscopio ôptico de contraste de fase.
5) Viabilidad celular. La viabilidad de las células obtenidas y utüizadas en los disrintos
ensayos fue comprobada mediante el método de exclusiôn del colorante vital azul 
tripân. Este colorante, en soluciôn al 0,4%, se anadiô 1:1 (v/v) a la suspensiôn celular 
e inmediatamente se contabüizaron en hemocitômetro de Neubauer las células que 
aparecian tenidas de azul (muertas) y las que no se encontraban tehidas (vivas). El 
test de viabilidad del azul tripân se hizo de forma rutinaria antes y después de la 
realizaciôn de cada ensayo. En todos los experimentos que se Uevaron a cabo, 
solamente se utÜizaron las suspensiones celulares con una viabilidad mayor del 98%.
O btenciôn de los ôrganos. A islam iento de los leucocitos de ôrganos 
inm unocom petentes, recuento y  viabilidad celular
Los animales fueron sacrificados en la fase oscura de su ciclo vital (8.00-14.00 h) 
por dislocaciôn cervical de acuerdo con las directrices descritas en el Real Decreto 
1201/2005.
Una vez sacrificados, se procediô râpidamente a la extracciôn de los ôrganos, que 
fueron Hberados de las impurezas visibles y lavados cuidadosamente en PBS estéril. 
Cerebro, corazôn, higado, ririôn, pulmôn, bazo y ganglios axüares internos y externos 
fueron inmediatamente congelados con Nitrôgeno Hquido y aknacenados a -80 °C hasta el 
momento de su utüizadôn.
También se obtuvieron muestras de sangre periférica, en un eppendorf 
heparinizado, mediante punciôn en la arteria carôtida, de la que se obtuvo el plasma
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mediante centrifugaciôn durante 20 min a 1000 g. Los sobrenadantes fueron mantenidos a 
-20 °C hasta el momento de su estudio.
En el caso de los ôrganos inmunocompetentes timo y bazo, se realizaron ensayos 
de funciôn inmunitaria para los que se emplearon las muestras frescas, de las que se 
obtuvieron los leucocitos mononucleates siguiendo un protocolo descrito previamente (De 
la Fuente et al., 2004b).
El bazo se macerô en PBS estéril y a continuaciôn se Uevô a cabo una separaciôn 
mediante gradiente de densidad con objeto de extraer los leucocitos mononucleates 
separadamente de otras células, principalmente del elevado numéro de hemataes présentes 
en el macerado. Para eUo, se depositô el macerado en un tubo conteniendo 3 ml de 
Histopaque de densidad 1,077 g/m l y se centrifugô durante 20 min a 1100 g. El halo de 
leucocitos mononucleates, formado principalmente por linfocitos, se extra)o con ayuda de 
pipeta Pasteur y se depositô nuevamente en un tubo con PBS estéril, realizandose un 
lavado de 10 min a 300 g. Se decantô el sobrenadante y se resuspendiô el peUet en 1 ml de 
medio RPMI sin rojo fenol. El procedimiento a seguir para el timo fue similar, con la 
excepciôn de que no fue necesario separar las células por gradiente de densidad dado el 
bajo grado de contaminaciôn por hemaries u otros tipo s celulares. Por ultimo, se procediô 
al recuento del numéro de células y comprobaciôn de su viabilidad. Sôlo se utilizaton las 
suspensiones celulares con una viabilidad mayor del 98%.
3.2.1.2.3. Anâlisis de las subpoblaciones celulares présentes en las suspensiones 
peritoneales, y de la expresiôn en su membrana de receptores ToU 2 y 4.
La determinaciôn, en muestras de la suspensiôn peritoneal, de las principales 
poblaciones leucocitarias présentes, mediante la expresiôn en la superficie de la membrana 
leucocitaria de diversos antigenos de diferenciaciôn leucocitaria (CD), asf como de 
receptores Toll de tipo 2 y 4 (TLR2, TLR4) en los mismos, se realizô mediante un sencülo 
marcaje de superficie con los siguientes anticuerpos monoclonales, a las concentraciones 
finales que se indican:
TLR2 conjugado con ficoeritrina (PE, eBioscience) (1 pg/10^ células)
TLR4 conjugado con PE  (eBioscience) (1 pg/10^ células)
CD4 conjugado con PE-cianina (PE-Cy5, BD Pharmingen) (1 p i /10*’ células)
CD8 conjugado con isotiocianato de fluorescema (FITC, BD Pharmingen) (1/100, v/v)
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G D I9 conjugado con FITC (BD Pharmingen) (2/100, v /v)
CD25 conjugado con FITC (BD Pharmingen) (1/100, v /v)
C D llb  conjugado con FITC (CALTAG Laboratories) (1/100, v/v)
C D llc  conjugado con FITC (BD Pharmingen) (1/100, v /v)
De este modo, tras obtener la suspension peritoneal, esta se centrifugé a 400 g 
durante 10 min. Se retiré el sobrenadante y se resuspendiô el peUet de células en 1 ml de 
medio PBS-BSA (1%). El BSA disminuye la uniôn inespecifîca por parte de los 
anticuerpos. Tras el recuento celular, se procediô a preparar alicuotas de 3x10^ células, que 
son las que se emplearon para el marcaje, en base a la minima cantidad de células que es 
necesario adquirir en el citômetro. Una vez preparadas, se centrifugaron a 560 g durante 10 
min, tras lo cual se éliminé el sobrenadante y se anadiô un volumen de 30 pl con la mezcla 
de anticuerpos correspondiente (TLR 2/CD 4/CD 8, TL R 4/C D 4/C D 8, TLR2/CD19, 
TLR4/CD19, TLR2/CD25, TLR4/CD 25, T L R 2 /C D llb , T L R 4 /C D llb , T L R 2/C D llc , 
T L R 4/C D llc). Asimismo, se prepararon tubos blancos y con marcajes simples para ajustar 
las condiciones del citômetro antes de empezar a adquirir las muestras, que en el caso de 
los anticuerpos frente a Antigenos de Diferenciaciôn Leucocitarios también nos sirvieron 
para conocer los porcentajes de leucocitos principales présentes en la suspensiôn 
peritoneal.
Las aKcuotas con las mezclas de anticuerpos se incubaron durante 30 min en frio y 
en oscuridad y, pasado ese tiempo, se realizan dos lavados (anadiendo PBS-BSA y 
centrifugando a 560 g durante 5 minutos y a 4°C) para retirar el exceso de anticuerpo no 
urido, tras lo cual las células se resuspendieron en 300 pl del mismo tampôn e 
inmediatamente se adquirieron en el citômetro de flujo (FACSCalibur Flow Cytometer, 
Becton Dickinson). El anâlisis de resultados se realizô con ayuda del software CeU Quest 
Pro (BD Biosciences). Los resultados se expresaron como % respecto al total de células en 
el caso de la expresiôn de antigenos de diferenciaciôn leucocitaria, y como % de células que 
exoresan uno u otro de los TLRs analizados dentro del total de cada tipo celular.
3.2.1.2.4. Estudio de funciones inmunitarias.
La capacidad funcional de las células fagociticas implica, ademâs del proceso de 
ingesta del material extrano, una serie de etapas que se desarroUan con anterioridad y que se 
coitinuan tras el mismo. Estas células se adhieren al endotelio como paso previo a la
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diapédesis, que les permite movilizarse hacia el foco infeccioso, dirigidas por un gradiente 
de moléculas atrayentes (quimiotaxis). Una vez en contacto con el material extraho, se unen 
a él, de forma espontânea o a través de factores séricos (opsoninas), y lo ingieren. A 
continuaciôn, el material ingerido es destruido, digiriéndose mediante un proceso que, 
fundamentalmente, requiere actividad metabôlica oxidativa y en el que se producen 
radicales libres de oxfgeno, el primero de los cuales es el aniôn superôxido. Los macrôfagos 
de la suspensiôn peritoneal se ajustaron a 5x10^ m acrôfagos/m l de medio Hank (De la 
Fuente, 1985; Puerto et al., 2002; Alvarado et al., 2006a), con excepciôn de la aHcuota 
destinada a la valoraciôn de las ROS, en que la suspensiôn peritoneal se ajusté a 10*" células 
totales/m l (Puerto et al., 2002; Alvarado et al., 2006a).
En linfocitos, se anakzô una de sus funciones mas caracteristicas, su capacidad 
proliferativa, y otras que son compartidas con las células fagociticas, como son la capacidad 
de adherencia y la movüidad dirigida (quimiotaxis). Los linfocitos se adhieren a los 
endoteüos y recirculan por el organismo utüizando su capacidad de movüidad. Ambas 
actividades son previas y necesarias para que tenga lugar el reconocimiento antigénico que 
inicia la respuesta defensiva, y que se sigue fundamentalmente con la proliferaciôn de los 
linfocitos activados. Ademâs, junto con las células NK, los linfocitos T CD8+ y las células 
NKT, realizan una importante funciôn citotôxica. Las suspensiones de linfocitos tim icos y 
esplénicos, se dividieron en dos alicuotas. Una de eUas se ajusté en medio completo para 
el ensayo de respuesta proliferativa. La segunda aHcuota se ajusté en RPMI sin rojo fenol, 
para la valoraciôn de la quimiotaxis y la actividad citotôxica Natural Killer (NK). La 
concentraciôn final de células en ambos casos fue de lO*" Hnfocitos/ml (De la Fuente et al., 
2004b). Por su parte, la suspensiôn peritoneal fue ajustada a 5x10^ Hnfocitos/ml Hank 
para la valoraciôn de estas funciones, con excepciôn de la aHcuota destinada a la valoraciôn 
de la actividad NK, que se ajusté a 10*^  leucocitos totales/m l RPMI sin rojo fenol (Puerto et 
al., 2002; Alvarado et al., 2006a). La cantidad de células que se obtienen de la suspensiôn 
peritoneal es muy limitada, y por eUo, se optimiza al mâximo la concentraciôn de células 
que se emplea en cada ensayo. Este problema no existe en el caso de los ôrganos 
inmunocompetentes, en que la concentraciôn de células que se obtiene es muy abundante.
Sequidamente se expone la metodologi'a utüizada para el estudio de cada una de las 
funciones estudiadas en los macrôfagos y Hnfocitos peritoneales, asi como en Hnfocitos 
procedentes de ôrganos inmunocompetentes murinos. Cada ensayo, correspondiente a un 
individuo y una toma de muestra, fue reaUzado por dupHcado o tripHcado.
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C£ipacidad de m ovüidad inducida o qim iotaxis de los leucocitos
La movilidad inducida o quimiotaxis de las células fagociticas y de los linfocitos se 
évalué siguiendo la técnica descrita por Boyden (1962) y Fontan et al. (1976), ligeramente 
modificada por D e la Fuente et al. (1997), basada en que estos tipos celulares poseen la 
capacidad de desplazarse hacia un gradiente quimico formado por el péptido formilado 
(Snyderman y Pike, 1984; Schubert y MuUer, 1989).
Se utdlizaron camaras de metacrilato sirmlares a la de Boyden, con dos 
compartimentos (de 9 mm de diâmetro interno y 13 mm de diâmetro externo), separados 
por un filtro de nitrocelulosa de 3 [xm de tamano de poro. En el compartimento inferior se 
introdujo el agente quimioatrayente, esto es, alicuotas de 400 pl de péptido formilado (f- 
MLP) a la concentraciôn de 10'® M (Snyderman y Pike, 1984). Adicionalmente, para la 
valoraciôn de la movilidad espontânea como control interno de la técnica, se introdujeron 
400 pl de soluciôn de Hank en dicho compartimento inferior de la câmara de Boyden. En 
el superior se depositaron aHcuotas de 300 pl de la suspensiôn peritoneal ajustada a 5x10^ 
macrôfagos/ml o 5x10® linfocitos/ml, en cada caso, o 10  ^ linfocitos/ml cuando se trataba 
de ôrganos inmunocompetentes, en soluciôn de Hank o RPMI sin rojo fenol, 
respectivamente.
Las câmaras se incubaron durante 3 h a 37°C en una atmôsfera al 5% de CO? y 
humedad a saturaciôn. Tras la incubaciôn, los filtros, en los que han quedado retenidas las 
células que han migrado hacia el gradiente creado por el quimioatrayente o de forma 
espontânea, fueron recogidos, fijados y tenidos mediante el siguiente protocolo: 1) Alcohol 
metüico 50% 5 min; 2) Alcohol etüico 75% 5 min; 3) Agua ultrapura 2 min; 4) Eosina-azul 
de metdleno 45 min; 5) Agua ultrapura 2 min.
Posteriormente, los tiltros se colocaron en portaobjetos con la cara inferior hacia 
arriba y se protegieron con cubreobjetos. Se contabilizô, al microscopio con objetivo de 
inmersiôn (lOOx), el numéro de macrôfagos y de linfocitos peritoneales, en cada caso, que 
aparecen en dicha cara inferior reahzando 4 barridos de 5mm cada uno (con lo que se 
recorre aproximadamente 1 /3  de la superficie total del filtro). En el caso de los linfocitos 
murinos de timo y bazo se hicieron 5 barridos de 5 mm. El valor obtenido en dichos 
recuentos se denomina Indice de Quimiotaxis (IQ).
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Capacidad de fagocitosis de los m acrôfagos
Para valorar la capacidad de ingesta de cuerpos extranos (bolas de latex) que denen 
los fagocitos, se empleô la técnica descrita por De la Fuente (1985). Se dispensaron en 
plaças MIF alicuotas de 200 pl de la suspension peritoneal ajustada a 5x10® macrôfagos/ml 
en soluciôn de Hank. Se incubaron a 37°C durante 30 min, con lo que se obtiene una 
monocapa de fagocitos en el fondo del pocülo, que se lavô posteriormente con PBS 
atemperado a 37°C para eliminar las células no adheridas. Seguidamente, se anadieron 200 
pl de soluciôn de Hank y 20 pl de latex (1,091 pm de diâmetro) al 1% en PBS, y se 
incubaron de nuevo a 37°C durante 30 minutos. A continuaciôn, se lavô exhaustivamente 
con PBS a 37°C para arrastrar el lâtex no fagocitado. Las células se fijaron con metanol al 
50% (5 min) y se tineron con eosina-azul de meüleno (20 min). Finalmente, se lavô con 
abundante agua ultrapura para eliminar el exceso de colorante. Una vez secas las plaças, se 
procediô al recuento en el microscopio ôptico, con objetivo de 100 aumentos, del numéro 
de partfculas ingeridas por 100 fagocitos tomados al azar, obteniendo asf el Indice de 
Fagocitosis (IF). Ademâs, se determinô el porcentaje de células, en las 100 contabüizadas, 
que fagocitaron al menos una partfcula, lo que se denomina Efîcacia Fagocitica (EF).
N iveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) intraleucocitarios
Los macrôfagos son los principales productores de radicales libres en la suspensiôn 
peritoneal, si bien también las células N K  y en menor medida los linfocitos, son capaces de 
eUo. La valoraciôn de los niveles de ROS intracelulares se Uevô a cabo mediante una técnica 
fluorimétrica previamente descrita y modificada ligeramente en nuestro laboratorio (Puerto 
et al., 2002). Se empleô el diacetato 2'-7’-diclorodihidrofluorescema (HjDCF-DA), que es 
un compuesto no fluorescente y estable que atraviesa la membrana celular por su carâcter 
apolar, y es desaceülado en el interior de la célula, quedando atrapado en el citoplasma 
celular. AUi es râpidamente oxidado en presencia de diversas especies reactivas de oxigeno, 
principalmente HgOg, dando lugar a un compuesto altamente fluorescente, la 2'-7'- 
diclorofiuoresceina.
Se dispensaron alicuotas de 200 pl de la suspensiôn peritoneal ajustada a 10*" 
leucocitos/ml en plaças negras de 96 pocülos de fondo piano y se incubaron 30 min a 37 
°C en oscuridad. A continuaciôn, se realizô otra incubaciôn con 20 pl de la sonda HgDCF- 
DA a una concentraciôn de 1 mM en el pocülo, durante 15 min. La sonda se anadiô a 
todos los pocülos con excepciôn de los destinados a la medida de la autofluorescencia.
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Trranscurrido este tiempo se anadieron 20 pl de forbol-miristato-acetato (PMLA; 5 ng/m l en 
pocülo), como estimiüo para la producciôn de ROS, o 20 pl de Hank para la medida de los 
niweles basales. Tras otros 15 min de incubaciôn en las mismas condiciones, se procediô a 
mcedir la cantidad de fluorescencia en el fluorimetro de plaças a una longitud de onda de 
ex citaciôn de 485 nm y de emisiôn de 535 nm. Los resultados se expresaron como % de 
esitimulaciôn respecto del valor basal control (sin PMA), una vez sustraido en todos los 
ca:sos el valor de la autofluorescencia. Los experimentos se realizaron por triplicado.
C apacidad proliferativa de los linfocitos
La actividad mas caracteristica de los linfocitos es su capacidad de respuesta 
pnoHferativa a antigenos o mitôgenos. Para estudiarla se empleô el test de transformaciôn 
linifoblâstica (TTL) en respuesta a mitôgenos, siguiendo una metodologia estandarizada 
(Del Rio et al., 1994; Carrasco et al., 1997; De la Fuente y Victor, 2000; De la Fuente et al., 
20'04; Alvarado et al., 2006a). Este ensayo analiza in vitro la repuesta proliferativa frente a 
mitôgenos que reproduce la que tiene lugar in vivo frente a antigenos. Su fundamento reside 
en la capacidad de los linfocitos maduros de transformarse, en condiciones adecuadas, en 
células con capacidad de divisiôn o linfoblastos. Estos sintetizan ADN, por lo que 
anadiendo un precursor de la sintesis marcado, como timidina marcada con tritio, puede 
cuantificarse el crecimiento.
Para el estudio de la respuesta proliferativa en Linfocitos murinos de timo y bazo, se 
sembraron 10  ^ linfocitos/ml medio completo (RPMI 1640 con 1% gentamicina, 0,1 
m g/m l, y suplementado con 10% suero fetal de ternera descomplementarizado), en 
alicuotas de 200 pl, en plaças de cultivo de 96 pocülos con fondo piano. En el caso de la 
suspensiôn peritoneal, se sembraron 5x10® Hnfocitos/ml en las mismas condiciones. En los 
pocülos destinados a determinar la respuesta proHferativa de los Hnfocitos frente a un 
mitôgeno dado, se adicionaron 20 pl de concanavalina A (ConA) a una concentraciôn de 1 
pg/m l en pocülo o de HpopoHsacârido (EPS) a esa misma concentraciôn (1 pg/m l en 
pocülo). Previamente, se comprobô que dichas concentraciones se corresponden con las 
que producen una estimulaciôn de la repuesta proHferativa ôptima. En los pocülos para la 
valoraciôn de la proHferaciôn espontânea, se anadieron 20 pl de medio completo. Las 
plaças se incubaron durante 48 h a 37°C y 5% de CO 2, en una atmôsfera saturada de 
humedad. Transcurrido ese tiempo, se observô al microscopio ôptico invertido la apariciôn 
de blastos. En todo momento se trabajô en condiciones de esterüidad. A continuaciôn, se
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recogieron 100 pl del sobrenadante de cada pocülo para la valoraciôn posterior de 
citoquinas. Seguidamente, se anadieron en cada pocülo 5 pl de ®H-timidina (2,5 
pCi/pocülo) y se renovô el medio completo adicionando 100 pl de medio fresco. La 
incubaciôn se prolongô durante 24 h mâs, tras las que se recolectaron las células de cada 
pocülo en filtros con un recolector de células semiautomâtico, lavando los pocülos très 
veces con agua ultrapura. Los filtros se dejaron secar y se colocaron en viales de centeUeo a 
los que se anadiô 5 ml de Hquido de centeUeo. La timidina incorporada por los Linfocitos se 
midiô en un contador [3 de centeUeo Hquido, del que se obtuvieron las cuentas por minuto 
(cpm) de cada filtro. Todos los experimentos se reaHzaron por tripHcado. En la expresiôn 
de los resultados, se calculô la media aritmética de cpm en cada tripHcado.
A ctividad  citotôxica N atural K iller (N K)
Como se comentô previamente, las células NK, los Hnfocitos T  CD8+, las células 
NKT, y también los macrôfagos, pueden reaHzar funciones citotôxicas En la présente tesis 
se valorô la capacidad citotôxica, concretamente la Uamada citotoxicidad natural o NK, de 
los leucocitos peritoneales murinos y de los extraidos de ôrganos inmunocompetentes. Esta 
actividad les permite destruir in vitro de forma espontânea (sin sensibüizaciôn previa ni 
presencia de anticuerpos), células tumorales. Para anaHzar esa capacidad Htica se utüizan 
como células dianas Hneas tumorales procedentes de la misma especie de la que se obtienen 
los leucocitos que se quieren estudiar. En nuestro caso, se utüizaron como diana células 
YAC-1 procedentes de un Hnfoma murino para la valoraciôn en ratôn, las cuales fueron 
almacenadas a -80 °C y se hicieron crecer en cultivo antes de su utüizaciôn. Dicho cultivo 
se reaHzô en frascos estérües mantenidos a 37 °C y 5% de CO 2, con atmôsfera saturada de 
humedad. El medio de cultivo consistiô en RPMI enriquecido con un 10% de suero fetal 
bovino descomplementarizado y suplementado con 1% de gentamicina (0,1 mg/ml), que 
era renovado cada dos dias. Para eUo, las células se lavaban a 300 g durante 10 min, 
desechândose el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento para el recuento y 
comprobaciôn de la viabüidad celular mediante el test de exclusiôn de colorante vital azul 
tripân. La evoluciôn del cultivo se controlaba periôdicamente también mediante 
observaciôn al microscopio invertido, comprobando su crecimiento y la ausencia de 
posibles contaminaciones microbiolôgicas.
Para determinar la actividad N K  se utüizô un kit colorimétrico comerciaHzado 
(PROMEGA) que se basa en la detecciôn y valoraciôn de la actividad de la enzima lactato
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deshidrogenasa (LDH), liberada al sobrenadante por las células lisadas, es decir, por la 
citolisis de las células diana. Para la realizaciôn del ensayo se siguiô una metodologia 
previamente descrita (Ferrândez et al., 1999). Las células diana, previamente cultivadas, se 
lavaron durante 10 min a 300 g. El precipitado obtenido se resuspendiô en 1 ml de RPMI 
sin rojo fenol, evitando asi interferencias en la posterior detecciôn colorimétrica, y se 
comprobô su viabüidad mediante el test de exclusiôn del azul tripân. Las células diana se 
ajustaron a 10® células vivas/ml RPMI sin rojo fenol. Las células efectoras, leucocitos 
peritoneales y leucocitos mononucleates de bazo y timo, se ajustaron a 10*^  células/ml, para 
obtener una relaciôn efectorastdiana de 10:1. Una vez ajustadas la suspensiones, se 
dispensaron 100 pl en plaças de 96 pocülos con fondo en U, a los que se anadieron 100 pl 
de la suspensiôn de células diana. Ademâs se incluyeron pocülos en los que ûnicamente se 
adicionaron células diana, para cuantificar la lisis espontânea y total de las mismas, y sôlo 
células efectoras, para la determinaciôn de su lisis espontânea. Estos pocülos se 
completaron con 100 pl de RPMI sin rojo fenol. Las plaças se centrifugaron a 250 g 
durante 5 min, con objeto de favorecer los contactos celulares, y se incubaron a 37°C y 5% 
de CO 2, con atmôsfera saturada de humedad, durante 4 horas. Transcurridas 3 h y 15min 
de incubaciôn, se anadieron 20 pl de soluciôn de Hsis (HCl) o detergente (Tritôn X-100) en 
los pocülos destinados a cuantificar la üsis total de las células diana. Tras las 4 horas de 
incubaciôn indicadas, se centrifugaron de nuevo las plaças en las mismas condiciones 
anteriores y se recogieron 50 pl de los sobrenadantes, que se pasaron a una plaça de 96 
pocülos con fondo piano, que permite la posterior medida en el lector de plaças. A cada 
pocülo se ahadieron 50 pl de una mezcla de sustratos de la enzima LDH (lactato, diaforasa 
y NAD+), incubândose la plaça 30 min mâs a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Finalmente, se midiô la absorbancia a 490 nm, lo cual nos proporcionô la actividad de la 
LDH en los sobrenadantes.
El porcentaje de Hsis se calculô como sigue:
%Hsis=[(Hsis problema-Hsis espontânea^fe^o^^j-Hsis espontânea 
(Hsis total-Hsis espontânea^j^nJjxlOO 
siendo: la Hsis problema, la media de las absorbancias obtenidas en los pocülos 
donde se incubaron células efectoras junto con células diana; la Hsis espontânea, la media 
de las absorbancias obtenidas en los pocülos sembrados solo con células diana o con 
células efectoras; y la Hsis total, la media de las absorbancias obtenidas en los pocülos 
conteniendo células diana, a los que se anadieron 20 pl de soluciôn de Hsis o Tritôn X-100.
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En cada experimento se realizan los ensayos por triplicado, urilizândose en la 
ecuaciôn la media de las absorbancias obtenidas para cada tipo de lisis.
3.2.I.2.5. Estudio de los niveles de citoquinas, quimioquinas y factores de 
crecimiento en sobrenadantes de cultivos.
Las citoquinas son importantes moduladores de la compleja red de interacciones 
celulares que régula la respuesta inmunitaria. Por su parte, la funciôn esencial de las 
quimioquinas es la de estimular la funciôn quimiotâctica de los leucocitos.
Todos los sobrenadantes de cultivo destinados a la valoraciôn de los niveles de 
citoquinas fueron mantenidos a -20 °C, descongelados en frio y centrifugados 10 min a 
1000 g antes de su valoraciôn, para eliminar partfculas y agregados.
El estudio de los niveles de esos factores se Uevô a cabo en los sobrenadantes de 
cultivos a través de dos métodos:
1) ELI SA de fase sôlida
Las muestras, los estândares y los contrôles de concentraciôn conocida de cada 
citoquina se incorporaron a una plaça de ensayo adsorbida con un anticuerpo especffîco 
frente a dicha citoquina de ratôn. El principio fue similar para todos los anâUsis de los 
niveles de las citoquinas determinadas mediante esta técnica, con variaciones que se 
detaUan e üustran a continuaciôn.
N iveles de IL-2 inducidos p o r  ConA en sobrenadantes de cultivos
En el caso de la IL-2, los niveles de esta citoquina en sobrenadantes de leucocitos 
peritoneales, y de linfocitos esplénicos y timicos, se determinô siguiendo el método descrito 
previamente por Medina et al. (2000) y De la Fuente et al. (2004). AHcuotas de 100 pl de 
sobrenadante, recogidos en los pocülos de las plaças de cultivo de los leucocitos tras 48 
horas de incubaciôn en presencia de ConA, se almacenaron a -20°C hasta la valoraciôn en 
las mismas de la concentraciôn de IL-2 mediante kits ELISA comerciales, cuyos 
componentes fueron mantenidos a 4 °C hasta el momento de reaHzaciôn de los ensayos.
La técnica desarroUada se üustra brevemente en la figura 9.
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F igu ra  9. Sandwich ELISA de fase sôlida para valoraciôn de IL-2 de ratôn. 1) Anticuerpo policlonal frente a IL-2 de 
ratôn adsorbido al fond o  del pocülo. 2) Incubaciôn a T* ambiente con  la muestra y posterior lavado de las sustancias 
libres. 3) Incubaciôn a T* am biente con  anticuerpo policlonal frente a IL-2 de ratôn conjugado con  peroxidasa. Lavado. 4) 
Incubaciôn a T* am biente y oscuridad con  sustrato: H 2O 2 +  tetrametübenzidina (TMB). Apariciôn de producto coloreado. 
5) Soluciôn stop\ soluciôn diluida de âcido hidroclôrico.
N iveles de TNF-a inducidos p o r  LPS en sobrenadantes de cultivos
En el caso del TN F-a, su concentraciôn se determinô en los sobrenadantes de los 
cultivos de leucocitos peritoneales, y de linfocitos de bazo y de timo tras 48 horas de 
incubaciôn en presencia de LPS. El ELISA (Fig. 10) se desarroUô como se üustra a 
continuaciôn;
o
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F igu ra  10. Sandwich ELISA de fase sôlida para valoraciôn de T N F -a  de ratôn. 1) Anticuerpo frente a T N F -a  de ratôn 
adsorbido al fondo del pocülo. 2) Incubaciôn a 37 °C con  la muestra. Lavado. 3) Incubaciôn a T* ambiente con  anticuerpo 
frente a T N F -a  de ratôn biotinüado. Lavado. 4) Incubaciôn a T” am biente con  estreptavidina conjugada con  peroxidasa. 
Lavado. 5) Incubaciôn a T “ am biente y oscuridad con  sustrato; soluciôn de tetrametübenzidina (TMB). 6) Soluciôn stop: 
âcido dtrico 2 M.
Una vez anadida la soluciôn stop, las burbujas de aire fueron eüminadas y se midiô la 
absorbancia a 450 nm. E n el caso de la IL-2, la medida de la absorbancia a 450 nm se 
corrigiô con la medida a una longitud de onda de 540 nm o 570 nm. Los resultados se 
expresaron en pg/m l. A continuaciôn se indican las caracteristicas générales de los ELISAs:
Tabla 3. Caracteristicas générales de los ELISAs empleados para la
E U S A IE 2 TNF-a
Minimo detecciôn
(pg/ml) <3 <10
Range
(pg/ml) 15,6-1000 8-2000
Precisiôn intra-ensayo
(pg/ml) 3,9-5,5 -
Precisiôn inter-ensayo
(pg/ml) 4,4-5,1 -
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2) Luminometria
Se empleô el kit “Beadlyte® mouse 21-Plex Cytokine Detection System” (Upstate), 
que permite la detecciôn simultânea (MULTIPLEX) en una misma muestra de 21 
citoquinas diferentes, que incluyen citoquinas pro- y antd-inflamatorias, factores de 
crecimiento y citoquinas reguladoras, y quimioquinas: IL -la, IL-1(3, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-9, IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-13, IL-17, GM-CSF, IFN-y, KG, TNF-a, 
MCP-1, M IP-lp, RANTES y VEGF.
En esta determinaciôn, se emplearon aHcuotas de 50 (il de los sobrenadantes de 
cultivos de 48 h de leucocitos peritoneales tanto en reposo (cuya valoraciôn sera 
indicativa del estado inflamatorio en condiciones basales), como estimulados con los 
mitôgenos ConA y LPS (cuya determinaciôn sera representativa de la respuesta 
funcional), que fueron anadidos en plaça de 96 pocülos. Una vez adicionados el mismo 
volumen de los estândares y contrôles positives, se anadieron a todos los pocülos 25 (il de 
una soluciôn conteniendo todos los anticuerpos monoclonales frente a las citoquinas de 
ratôn previamente especificadas, cada uno de eUos unido a un numéro de microesfera 
diferente, que pueden ser detectadas en una misma reacciôn gracias a su clasificaciôn 
mediante precisos ratios de dos fluorôforos. Para la cuantdficaciôn de la interacciôn 
biomolccular, se emplea una molécula indicadora unida a un tercer fluorôforo. Esto es, 
tras una incubaciôn de 2 h con los anticuerpos conjugado s con microesferas, en oscuridad 
y a temperatura ambiente, se apHcô vacio para eUminar el Hquido, se lavô, y se anadieron 
75 (il de tampôn y 25 (il de una soluciôn conteniendo los anticuerpos, conjugados con 
biotina, frente a las citoquinas especificadas con anterioridad. Estas soluciones incluyen 
BSA, Tween y azida sôdica para evitar uniones inespecificas y preservarlas hasta y durante 
su uso. Tras otra incubaciôn de 1,5 h en oscuridad, a temperatura ambiente y en agitador 
de plaças, se anadieron 25 (il de una soluciôn conteniendo estreptavidina conjugada con 
ficoeritrina, que permite la posterior cuantdficaciôn. La plaça se incubô 30 min en las 
mismas condiciones anteriores y se adicionô la soluciôn stop, a base de formaldehido (0,2 
%, v/v). Por ultimo, se apHcô vacio y se anadiô el fluido apropiado para pasar las 
muestras por el luminômetro (Sistema Luminex® 100™). Los resultados se expresaron 
como pg/m l con ayuda del software de anâHsis de datos BeadView™.
Este kit tiene mayor sensibüidad y rango de Hnearidad que los ELISAs 
convencionales. Por esta razôn, intentamos también la determinaciôn de los niveles de 
citoquinas présentés en la propia suspensiôn peritoneal, previamente Hberada de células.
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pero los valores de éstas fueron indétectables. Las caracteristicas, para el tiempo de 
incubaciôn primaria especificado, son las siguientes:
Tabla 4. Caracteristicas générales del MULTIPLEX empleado para la 
valoraciôn de citoquinas en ratôn.
Citoquina Sensibüidad
(pg /m l)
Rango
(pg /m l)
% Recuperaciôn 
(1000 p g /m l)
IL-la 2,0 6,9-5000 100
IL-1j3 1,7 6,9-7500 106
IL-2 0,3 6,9-5000 106
IL-3 <0,7 6,9-5000 110
IL-4 0,3 4,1-3000 105
IL-3 0,5 6,9-5000 103
IL-6 0,7 6,9-5000 107
IL-9 8,2 6,9-5000 105
lL-10 2,9 6,9-5000 111
lL-12(p40) 2,5 14-10000 104
6,9 6,9-5000 107
IL-13 2,2 6,9-5000 130
IL-17 0,3 6,9-5000 114
cM-csr 2,1 6,9-5000 114
IFN-y 0,4 6,9-5000 109
KC <1,1 6,9-5000 103
MCP-1 4,8 14-10000 109
MIP-1d 11 14-10000 106
\ RANTES <1,14 6,9-5000 107
TNF-a 0,5 6,9-5000 107
VEGF 8,54 6,9-4000 98
3.2.I.2.6. Estudio del estrés oxidativo a nivel de com puestos oxidantes y 
antioxidantes en leucocitos peritoneales.
Marcadores de oxidaciôn
N iveles de glutation oxidado
El glutation es el antioxidante mâs potente présente en el organismo, gracias a la 
acciôn reductora del grupo tiol de su cistema. La valoraciôn del glutation, tanto en su 
estado reducido (GSH) como en el oxidado (GSSG), es considerada un estimador muy 
fiable del grado de estrés oxidativo (Vina, 1990). Se determinô experimentalmente el 
gbtation total, formado mayoritariamente por su forma reducida, y el GSSG. Dada la 
simüitud en la metodologia empleada para ambos, ésta se expone conjuntamente, a pesar
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de que conceptualmente GSSG y GSH han sido separados en marcadores de oxidaciôn y 
defensas antioxidantes frente al mismo, respectivamente.
La valoraciôn de GSSG y GSH se Uevô a cabo siguiendo la técnica descrita por 
Tiezte (1969), que esta fundamentada en el reciclado enzimâtico a través del que el 
glutation es secuencialmente oxidado por el àcido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y 
reducido por el NAD PH, en presencia de la enzima glutation reductasa (GR):
DTNB 2 GSH NADP
GR2T N B 2 GSSG N A D PH  + H
Para la determinaciôn del contenido en glutation total y oxidado de los leucocitos 
peritoneales murinos se siguiô el método previamente descrito (Alvarado et al., 2006a; 
2006b), las muestras fueron ajustadas a 10  ^ células/ml en soluciôn de Hank, tomândose 2 
aHcuotas, una para cada valoraciôn. Las células fueron entonces centrifugadas en frio (1100 
g, 10 min, 4°C) y se desechô el sobrenadante.
Para la valoraciôn del contenido en glutation total intracelular, el sedimento de 
lecucocitos se resuspendiô en 100 pl de âcido tricloracético (TCA) al 5% con HCl 0,01 N 
frio, que évita la autooxidaciôn del GSH, sensible a pH  y temperatura. Se sonicaron las 
células, también en frio, reaHzândose 3 ciclos de sonicaciôn de 10 s cada uno al 70 % de la 
potencia maxima (70 W), y dejando 20 s de reposo entre eUos. A continuaciôn, se 
anadieron 400 pl de soluciôn de TCA, y la muestra se mantuvo en hielo. La soluciôn de 
TCA se desoxigenô previamente burbujeândola con heHo durante 10 min.
El sedimento destinado a la determinaciôn de GSSG se resuspendiô en 100 pl de 
tampôn fosfato 50 mM pH 7,0 frio, previamente burbujeado, al que se anadiô âcido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM y n-etümaleimida (NEM) 12,5 mM en el 
momento del ensayo. El NEM  se utüizô para la derivatizaciôn del GSH, ya que reacciona 
con éste formando un complejo estable, que le previene de la posible autooxidaciôn 
durante el procesamiento y consecuente sobrevaloraciôn de los niveles de GSSG. Por su 
parte, el EDTA también contribuye a preservar los niveles de GSH, puesto que su 
oxidaciôn es sensible a iones metâHcos. Las células se sonicaron en frio, se anadieron 400 pl 
de soluciôn de NEM  y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. El NEM  
también puede inhibit la actividad de la enzima glutation reductasa interfiriendo en la
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posterior medida enzimâtica, por lo que el exceso de N EM  que no se une al GSH ha de ser 
eliminado completamente del medio. Para ello, se siguiô el método propuesto por 
Sacchetta et al. (1986) de hidrôlisis alcalina con pequenas modificaciones (Alvarez, 2006). 
Se alcalinizaron las muestras hasta valores de pH comprendidos entre 11 y 12, para lo que 
se anadieron 15 pl de K O H  al 10%. El pH  se comprobô con ayuda de micropH-metro. Es 
importante evitar que el pH  alcance un valor superior a 12, a partir del cual el GSSG es 
inestable y podria ser infravalorado en la medida posterior. Transcurridos 5 min a 
temperatura ambiente, el N EM  libre se hidrolizô completamente. Finalmente, se anadieron 
280 pl de TCA al 5% con HCl 0,01 N previamente burbujeado y en frio, alcanzdndose 
valores de pH comprendidos entre 1 y 2.
A continuaciôn todas las muestras (GSH y GSSG) se centrifugaron a 3200 g 
durante 5 min a 4 °C, y se procediô al anâlisis de los sobrenadantes. La absorbancia se 
midiô en espectrofotômetro a 412 nm, durante 4 min cada 20 s y con 60 s de retardo 
inicial, dado que la forma reducida del DTNB, el 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), tiene un 
mâximo de absorciôn a esta longitud de onda, y en presencia de DTNB 6 mM, NADPH 
0,3 mM y GR 10 U /m l en tampôn fosfato 50 mM con EDTA 6,3 mM burbujeado; 
soluciones hechas en el momento del ensayo. También se realizaron medidas de la reacciôn 
sin muestra (sustituyendo ésta por soluciôn de TCA o de NEM  en cada caso) para evitar 
sobrevalorar el contenido de glutation. Los valores obtenidos se restaron como factor de 
correcciôn. Asi, se usaron microcubetas de vidrio ôptico de 1 cm de paso de luz 
conteniendo:
1) Reacciôn con muestra para valoraciôn de:
GSH: 500 pl N AD PH, 70 pl DTNB, 70 pl muestra y 70 pl GR.
GSSG: 500 pl muestra, 70 pl NADPH, 70 pl DTNB, 70 pl GR.
2) Reacciôn sin muestra:
GSH: 500 pl N AD PH, 70 pl DTNB, 70 pl soluciôn de TCA y 70 pl GR.
GSSG: 500 pl soluciôn de NEM, 70 pl NADPH, 70 pl DTNB, 70 pl GR.
3) Blanco:
GSH: 500 pl N A D PH, 70 pl DTNB, 70 pl muestra y 70 pl soluciôn de TCA.
GSSG: 500 pl muestra, 70 pl NADPH, 70 pl DTNB, 70 pl soluciôn de NEM.
Se realizô la curva patrôn, en las mismas condiciones que las muestras, a partir de 
una soluciôn madré que contenta 16 mg de GSH en 250 ml de soluciôn de TCA de la que
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se hicieron sucesivas diluciones en tampon fosfato con EDTA 6,3 mM. Los resultados de 
GSH fueron expresados como nmol/10^ células, con ayuda de la siguiente ecuaciôn: 
nmol G S H /10" celulas=[(ADO/min)/0,0003]x(10"/X) 
siendo:
A D O /m in: A D O /m in reacciôn con muestra-ADO/min reacciôn sin muestra. 
(ADO/min)/0,0003: pmol GSH en cubeta.
X: numéro de células équivalente a los 70 pl de muestra valorados (1,4x10^ células). 
El câlculo de los resultados del contenido en GSSG celular se realizô como sigue: 
nmol G S S G /10" celulas=[(ADO/min)/0,0003]x(10"/X)x(l/7,14) 
siendo:
X: numéro de células équivalente a los 500 pl de muestra valorados (6,29x10^) 
(1/7,14): factor de correcciôn debido al mayor volumen de muestra que se empleô 
para la medida con respecto a la curva patrôn, con objeto de permitir la detecciôn del 
GSSG, dado su bajo contenido en la misma (50/7=7,14 ).
Finalmente, los valores de GSH se obtuvieron restando los valores de GSSG al 
glutation total.
A ctividad xantina oxidasa
La enzima xantina oxidasa (XO) es clave en el cataboHsmo de las purinas. Esta 
enzima cataliza la oxidaciôn de las bases de purina a âcido ûrico en una reacciôn en que las 
ROS se encuentran entre los producto s finales. También puede actuar como NAD H  
oxidasa. Para su estudio, se emplearon alicuotas de 50 pl de la suspensiôn peritoneal 
ajustada a lO" leucocitos/ml de medio Hank, que fueron lisadas mediante congelaciôn- 
descongelaciôn a -20 ®C.
El anâlisis de la actividad de la enzima XO se Uevô a cabo mediante un ensayo 
fluorométrico utüizando el kit comercial “Amplex Red Xanthine/Xanthine Oxidase Assay 
Kit” (Molecular Probes). Este kit se basa en la capacidad de la enzima XO de producir el 
radical Ubre aniôn superôxido (Oj* ) como consecuencia de su actividad normal en la ruta 
de catabolismo de las purinas (xantina), dando lugar a âcido ûrico. Cuando se anade la 
mezcla de reacciôn, el aniôn Og" producido por la XO se dégrada espontâneamente, dando 
lugar a la apariciôn de H 2O 2. Este a su vez, en presencia de peroxidasa de râbano, reacciona 
estequiométricamente con el reactivo Amplex Red y genera asf un compuesto de oxidaciôn 
fluorescente rojo, la resorufina. La resorufina présenta una fluorescencia de emisiôn
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maxima a 585 nm y alto coeficiente de extinciôn (54000 cm'^M'^). Después de 30 min de 
incubaciôn en oscuridad, se midiô la fluoresencencia en un lector de plaças en una longitud 
de onda de excitaciôn de 530 nm y de emisiôn de 595 nm. Se realizaron curvas patrôn con 
xantina a diferentes concentraciones. A partir de dichas rectas se obtuvieron las expresiones 
de los niveles de actividad de la enzima. Los resultados se expresaron en miliunidades 
internacionales (mU) de actividad enzimâtica por mg de protema. Pueden detectarse niveles 
de hasta 0,1 m U /m l o f XO.
El contenido en protema de esas mismas muestran fue evaluado mediante el 
método del âcido bicincom'nico (BCA), que es similar al procedimiento Lowry en que 
ambos se basan en la formaciôn de complejos Cu^^-proteina en condiciones alcalinas, a lo 
que sigue la reducciôn del Cu^^ a Cu’"^. La cantidad de reducciôn es proporcional a la 
cantidad de protema présente en la muestra. El BCA forma un complejo pûrpura-azul con 
el Cu^^ en ambientes alcaUnos, proporcionando una base para monitorizar la reducciôn por 
parte de las proteinas del Cu^ "^  alcalino. Después de 30 min de incubaciôn, se mide la 
absorciôn en la regiôn 560 nm.
D efensas antioxidantes
N iveles de glutation total
Las muestras fueron procesadas y medidas segun el protocolo descrito previamente.
A ctividad de enzim as antioxidantes
De las diferentes enzimas con capacidad antioxidante présentes en los leucocitos, 
que les permiten neutralizar los radicales de oxigeno que producen, en la présente tesis 
doctoral se escogiô valorar la actividad enzimâtica de la glutation peroxidasa (GPx), 
componente del ciclo del glutation, y de la catalasa (CAT). El procesamiento inicial fue 
comùn para ambas (Alvarado et al., 2006a; 2006b). Una vez obtenida la suspensiôn 
peritoneal, se ajustô a 10" células totales/m l en soluciôn de Hank. Se tomaron aHcuotas de 
1 ml de dichas suspensiones (lO" células) para la reaHzaciôn de los anâHsis enzimâticos, que 
fueron centrifugadas 10 min a 4 °C y 1100 g. Se desechô el sobrenadante, y el peUet de 
células peritoneales de ratôn se resuspendiô en 100 pl de tampôn fosfato 50 mM pH  7,0, 
previamente burbujeado con heHo durante 10 min. Se sonicô en frio en las condiciones 
descritas con anterioridad. Posteriormente, se centrifugô la muestra a 3200 g durante 20
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min a 4 °C, realizandose el ensayo con el sobrenadante. La actividad GPx y CAT se valorô 
espectrofotométricamente en microcubetas de vidrio ôptico (regiôn visible) o de cuarzo 
(regiôn UV), respectivamente, con un paso de luz de 1 cm. Las soluciones necesarias se 
prepararon también en el citado tampôn fosfato burbujeado. Tanto soluciones como 
células fueron mantenidas en frio, y sôlo previo paso a la medida de las actividades 
enzimàticas fueron atemperadas a temperatura ambiente para permitir la activaciôn de las 
enzimas y la medida de las reacciones, también a temperatura ambiente.
Glutation peroxidasa
La valoraciôn de la actividad glutation peroxidasa se realizô segun la técnica de 
Lawrence y Burk (1976) con Hgeras modificaciones (Alvarado et al., 2006a; 2006b; Alvarez, 
2006), a través de la cual se mide la actividad total del enzima utüizando hidroperôxido de 
cumeno (cumeno-OOH) como sustrato. Mediante este método se détermina la tasa de 
oxidaciôn del glutation (GSH) producida por el cumeno-OOH, en una reacciôn catalizada 
por la enzima glutation peroxidasa, gracias al descenso de la absorbancia a 340 nm por 
oxidaciôn del NADPH, en presencia de un exceso de glutation reductasa (GR):
Cumeno-OOH NADP2 GSH
GPx
Cumeno-OH GR N A D PH  4- H2 GSSG
Para el ensayo se prepararon en el momento las siguientes soluciones:
1) Soluciôn reactiva (en tampôn fosfato): EDTA 1 mM, Azida sôdica 4 mM, NADPH 
0,2 mM, GSH 4 mM, GR 1 U /m l soluciôn. Se burbujeô previo a su uso, 
manteniéndose en oscuridad.
2) Hidroperôxido de cumeno 0,71 mM (en tampôn fosfato).
Es necesario considerar que la reacciôn entre el hidroperôxido de cumeno y el GSH 
puede producirse aün en ausencia de enzima GPx. Por eUo, para evitar una posible 
sobrevaloraciôn de dicha actividad enzimâtica, se realizô una reacciôn en ausencia de 
muestra, que se denominô reacciôn no catalizada y permitiô la cuantdficaciôn de la reacciôn 
espontânea.
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Las medidas se realizaron en microcubetas de vidrio ôptico conteniendo:
1) Reacciôn catalizada: 650 pl de soluciôn reactiva, 25 pl de muestra y 25 pl de 
soluciôn de hidroperôxido de cumeno. Como blanco se empleô una mezcla 
formada por 675 pl de soluciôn reactiva y 25 pl de muestra.
2) Reacciôn no catalizada: 650 pl de soluciôn reactiva, 25 pl de tampôn fosfato y 25 pl 
de soluciôn de hidroperôxido de cumeno. En este caso el blanco se obtuvo con 675 
pl de soluciôn reactiva y 25 pl de tampôn fosfato.
Antes de ariadir el hidroperôxido de cumeno, ambas reacciones se incubaron 
durante 5 min a 37 °C. La reacciôn se iniciô en el momento de la adiciôn del hidroperôxido 
de cumeno en la cubeta, monitorizândose el descenso de absorbancia a 340 nm a partir de 
ese momento cada 40 s y durante un total de 5 min.
El câlculo de la actividad GPx se realizô segun la expresiôn que se indica a 
continuaciôn, siendo los resultados expresados en mU.I./lO*^ células [m U .I.=l/(nm ol 
NAD PH/cm )]:
mU.I. G P x /10" células=[(ADO/min)xF/G]x(10"/X) 
siendo:
A D O /m in: A D O /m in reacciôn catalizada-ADO/ min reacciôn no catalizada 
F: factor de diluciôn de la muestra en la cubeta (700/25=28).
G: coeficiente de extinciôn molar del NADPH a 340 nm (6,22x10 ^nM^ cm'^).
X: numéro de células équivalente a los 25 pl de muestra valorados (2,5x10").
Catalasa
La determinaciôn de la actividad de la enzima catalasa se Uevô a cabo segun la 
técnica descrita por Beers y Sizer (1952), con pequenas modificaciones (Alvarado et al., 
2006a; 2006b; Alvarez, 2006). Este método se basa en el descenso de la absorbancia a 240 
nm por unidad de tiempo, debido a la descomposiciôn del H 2O 2 por la actividad catalasa:
CAT
H2O2 + H2O2 I -■ 2 H2O + O2
Las medidas se reaUzaron en microcubetas de cuarzo conteniendo:
-670 pl de H 2O 2 14 mM, preparado en el momento en tampôn fosfato 50 mM pH
7,0 burbujeado, y mantenido en hielo y oscuridad.
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-30 pl de muestra, que fue sustituida por tampon fosfato para el blanco.
Se estudio la cinética de la reacciôn Uevando a cabo la medida en espectrofotômetro 
a 240 nm y temperatura ambiente, desde su inicio cada 20 s y durante un total de 80 s, dado 
el corto intervalo de tiempo en que se produce la desactivaciôn de la enzima. Los 
resultados se expresaron en U.I./IO" células [U.I.=1/(pm ol H 2O 2/cm)] y fueron calculados 
segun la ecuaciôn;
U.I. CAT/10" células=[(ADO/min)xF/G]x(10"/X)
siendo;
F: factor de diluciôn de la muestra en la cubeta (70/3=23,33).
G: coeficiente de extinciôn molar del H 2O 2 a 240 nm (43,6x10 " mM'^ cm'^).
X: numéro de células équivalente a los 30 pl de muestra valorados (3x10").
3.2.1.2 7. Estudio de la activaciôn del factor nuclear de transcripciôn xB (N FxB) en 
extractos nucleares de leucocitos peritoneales.
El NFxB es un factor de transcripciôn, cuya activaciôn se produce en condiciones 
oxidativas e inflamatorias, conduciendo a su vez a la expresiôn de una variedad de genes 
que codifican para citoquinas, especialmente inflamatorias, aumentando como 
consecuencia el estrés oxidativo e inflamatorio. La activaciôn del NFxB se ha hipotetizado 
como mâximo exponente de la oxidaciôn-inflamaciôn crônica con el envejecimiento, pero 
por el momento se desconoce si esta afirmaciôn es cierta.
A islam iento de extractos nucleares
Los extractos nucleares y citoplâsmicos de los leucocitos peritoneales fueron 
aislados de la manera descrita por Lernbecher et al. (1993). Brevemente, las células se 
sedimentaron y se lavaron con PBS dos veces, mediante la adiciôn de 1 ml de PBS en el 
mismo tubo eppendorf y centrifugaciôn a 1500 rpm en microfuga durante 5 min a 4 °C, 
para eliminar los nucleos rotos y los restos celulares. A continuaciôn, se desechô el 
sobrenadante y el peUet se resuspendiô en 0,4 ml de un tampôn hipotônico (HEPES lOmM 
pH 7,9, EDTA  0,1 mM, EGTA 0,1 mM, lOmM KCl, y justo antes de su uso se anadiô 
ditiotreitol (D IT ) ImM, como agente reductor, y fenilmetilsulfonil-floruro (PMSF) 0,7 
mM, para inhibir a las proteasas) con baja concentraciôn de s al, que permite la ruptura 
celular sin fragmentaciôn de los nucleos. Las células se incubaron con dicho tampôn en
150
Material y Métodos
hielo durante 15 min. A continuaciôn, se anadieron 16,7 pl del detergente NP-40 al 10 %, 
se vorteô suavemente, y las muestras se centrifugaron a 4000 rpm en microfuga durante 5 
min y a 4 °C. Los sobrenadantes de esta centrifugaciôn son los extractos citoplâsmicos. Los 
sedimentos, que contienen los nucleos, se resuspendieron en 50 pl de un tampôn (HEPES 
20mM pH  7,9, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, NaCl 0,4 M, y justo antes de su uso se 
anadiô D TT ImM  y PMSF 0,7 mM) con alta concentraciôn de s al, que permite la ruptura 
de las membranas nucleares. Las muestras se incubaron con este tampôn en hielo durante 
15 min. Posteriormente, se centrifugaron en frio a 15000 rpm en microfuga durante 5 min, 
y se recogieron los sobrenadantes, que contienen los extractos nucleares. Se introdujeron 
en tubos hmpios, se tomaron aHcuotas para la medida de la cantidad de proteinas mediante 
el método BCA, y las muestras se congelaron a -80 °C hasta su uso posterior.
M arcaje de oligodeoxinucleotidos
Se siguiô el protocolo descrito por Tato et al. (2006). Antes de la reaHzaciôn de los 
ensayos de variaciôn de movüidad electroforética se reaHzô el marcaje de los 
oHgodeoxineucleôtidos. Para eUo, se incubaron en primer lugar las cadenas sencülas, 
sentido (2pmol/pl) y antisentido (2pmol/pl), del oHgonucleôtido durante 20 min a 37 °C, 
tras lo cual se mantuvieron 10 min a temperatura ambiente. Como resultado, se obtienen 
los oHgodeoxinucleôtidos de doble cadena, correspondientes a la regiôn paHndrômica kB 
(5’-GGGAATTCCC-3’), que se marcaron mediante el reUeno de las terminaciones 
superpuestas con el fragmento Klenow de la ADN poHmerasa I y [""P]dCTP (3000 
Ci/mmol). A la mezcla se anadiô también dATP, dTTP y dGTP (5 mM). Tras una 
incubaciôn de 40 min a 30 °C, se anadiô dCTP (0,5 mM) y se incubô 10 min a temperatura 
ambiente. Los nucleôtddos no incorporados y el resto de componentes de la reacciôn se 
eüminaron mediante purificaciôn en columna G  25 y centrifugaciôn a 2000 rpm en 
microfuga durante 3 min. Una aHcuota de Ip l del oHgonucleôtido marcado se midiô en el 
contador Beta para determinar su radiactividad.
E nsayo de variaciôn de m ovilidad electroforética (EMSA)
El OHgonucleôtido marcado (10" cpm) se incubô con 6 pg del extracto de proteinas 
nucleares (cantidad que fiie necesario ajustar previamente a la reaHzaciôn de los 
experimentos) y 2 pg de poH(dl-dC), que évita las uniones inespecificas, en un tampôn 
conteniendo HEPES 20 mM pH 7,9, KCl 100 mM, MgClz 5 mM, 17 % de gHcerol, y al que
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se anadiô previamente a su uso D TT 1 mM y PMSF 0,7 mM. De manera opcional, pueden 
adicionarse 2 pl de este tampôn conteniendo 0,02 % (v/v) de colorante azul, que permite el 
seguimiento de las muestras mientras se realiza la electroforesis. El volumen final de 
reacciôn fue de 23 pl, hasta el que se completô con H 2O ultrapura. Las muestras se 
incubaron a temperatura ambiente durante 15 min.
Las muestras se cargaron en un gel preparado 20 min antes de su uso, al 5,5 % de 
poliacrilamida (9,2 ml 30:1 poHacrilamidaibisacrilamida, 1,25 ml tampôn Tris-Borato- 
EDTA (TBE) lOX, 39,3 ml H 2O ultrapura, 260 pl persulfato de amonio al 25 % en H 2O y 
por ultimo 20 pl TEM ED; volumen final de 50 ml). Como contrôles positivos se 
emplearon muestras de extractos nucleares de bazo. La electroforesis se realizô en TBE al 
0,25 %. El gel se corriô a un voltaje constante de 100 V durante 3-3,5 h. Una vez finalizada 
la electroforesis, los gel es fueron deshidratados y expuestos al Photoimager. Las bandas se 
anaHzaron mediante el programa informâtico ImageQuant.
3.2.1.2.8. Estudio de la apoptosis en leucocitos peritoneales.
Los ensayos de apoptosis se Uevaron a cabo segun una modificaciôn de la técnica 
descrita por Wirleimer et al. (1998), empleando como método de detecciôn la sonda 
fluorescente J G-1 (Molecular Probes).
El JC-1 (5, 5', 6, 6'-tetracloro-l, T, 3, 3’-tetraetil benzimidazolil carbocianina 
yoduro) es un colorante catiônico que se acumula en la mitocondria de forma dependiente 
del potencial de membrana. Asi, es capaz de detectar la despolarizaciôn de la membrana 
mitocondrial, evento que tiene lugar en los procesos de apoptosis, aumentando la 
intensidad de fluorescencia de la sonda a una longitud de onda de excitaciôn de 485 nm y 
de emisiôn de 535 nm.
Alicuotas de 100 pl de la suspensiôn peritoneal ajustada a lO" células/ml se 
dispensaron en una plaça negra de 96 pocülos de fondo piano. Se anadieron 10 pl de H 2O 2 
(50 pM en pocülo) para inducir apoptosis, y el mismo volumen de PBS en los pocülos 
control. De cada muestra, se incluyô también un pocülo sôlo con muestra (sin estimulo ni 
sonda) para conocer el valor de la autoflorescencia y corregirlo del valor final. Se incubô la 
plaça durante 6 h a 37°C en atmôsfera al 5% de CO 2 y humedad a saturaciôn. Transcurrido 
ese tiempo, se anadieron 10 pl de la sonda JC-1 (10 pg/m l en pocülo) a los pocülos control 
y estimulados y se incubô la plaça 30 min mâs. Finalmente, se obtuvo la medida de
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fluorescencia en el fluorimetro de plaças a una longitud de onda de excitaciôn de 485nm y 
de émision de 530nm. Todos les ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se 
expresaron como % respecte al control.
3.2.I.2.9. E stud io  de la m orfologia cerebral.
La morfologia cerebral fue estudiada mediante Imâgenes por Resonancia 
Magnética, que fueron reaüzadas en el Centro de Resonancia Magnética Nuclear de la 
Universidad Complutense. Los animales fueron anestesiados con anestesia volatil 
consistente en una mezcla de isoflurano y oxigeno, y sus constantes fueron monitorizadas 
durante el transcurso de la prueba. Los animales anestesiados se dispusieron en el centro de 
un Biospec 47/40 (Bruker), operando a 4,7 Tesla (200 MHz), y la cabeza se apoyo siempre 
en la misma localizacion para asegurar un posicionamiento reproducible entre ensayos.
El aparato se encuentra equipado con un gradiente de 12 cm y es capaz de alcanzar 
amplitud de gradientes de hasta 200 m Tesla/m  a lo largo de todos los ejes. Se adquirieron 
12 cortes coronales contiguos en T2 (tiempo que tarda la magnetizacion transversal en 
descender en un 63% de su fuerza maxima o, lo que es igual, persiste un 37%), y las 
condiciones de adquisicion fueron similares para todos los animales. Los ajustes de las 
imâgenes fueron muy reproducibles, conduciendo a los mismos valores de amplitud de 
pulso de radiofrecuencia. El ûnico parâmetro que se permitio variar deliberadamente fue la 
ganancia receptora, determinada automâticamente al inicio de la adquisicion. Las imâgenes 
se reconstruyeron en el ordenador del espectrômetro. Una vez corregidas las diferencias de 
ganancia, las imâgenes de diferentes animales se pueden comparar directamente.
En los cortes adecuados de las imâgenes obtenidas, se cuantifico la intensidad en 
escala de grises de la senal ponderada en T2, con supresion de grasa, en distintas âreas 
cerebrales de especial relevancia por las funciones que coordinan; corteza cingular, 
amigdala, hipocampo, corteza entorrinal, corteza somatosensorial, y corteza motora. Se 
empleô un atlas cerebral de raton para el reconocimiento de estas regiones, y plantillas 
adecuadas para cada uno de los cortes empleados (Fig. 11).
Ademâs, el Hquido cefalorraquiedo, cuyo aumento se relaciona con atrofia, se 
reconociô por su alta intensidad de senal (zonas brillantes), que se debe a su T2 largo.
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Figura 11. Plantillas empleadas en la determinaciôn de la senal en T2 para cada una de las regiones cerebrales 
de interés. CORTE (C) 1: Hipocampo (Hip) C l; Corteza entorrinal C l; CORTE 2: HipC2; CORTE 3: 
Corteza cingular C3; Corteza Motora C3; Corteza somatosensorial C3; HipC3; Amigdala C3.
3.2.1.2.10. Profundizaciôn en el estrés oxidative a nivel de proteinas y lip id es en  le s  
sistem as inm unitarie y nerviese.
De las principales clases de macromoléculas biolôgicas: iïpidos, acidos nucleicos, 
proteinas e hidratos de carbone, que son susceptibles al ataque oxidative consecuencia de 
la vida aerobica, en la présente tesis se ban estudiado proteinas y lipides, cuya 
modificaciones oxidativas suelen alterar la funciôn que desempenan en la célula, poniendo 
en riesgo la hom eostasis celular.
D ano oxidativo a pro tein as
Las proteinas pueden oxidarse, glicoxidarse y lipoxidarse. E n  nuestro case, 
empleamos los marcadores: malondialdehido-lisina (MDAL), como représentante de la 
lipoxidaciôn proteica; carboximetü-lisina (CML), con origen m ixte en la peroxidacion 
lipidica y en la glicoxidacion; carboxietil-lisina (CEE), procedente principalm ente de la 
oxidaciôn de carbohidratos; y semiadehido glutamico (GSA) y semialdehido aminoadipico 
(AASA), que son los principales carbonilos proteicos, formados por oxidaciôn directa de 
los residues arginina el prim ero y de Usina el segundo.
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1) Cromatografîa de gases /  espcctrometria de mas as (GC/MS^
Preparaciôn de las muestras
Las muestras de bazo y cerebro se homogeneizaron en tampon HEPES 10 mM, 
pH 1,4, suplementado con BHT 1 pM, DETAPAC 1 mM y âcido fîtico 1 mM, como 
antioxidantes. Asi mismo, se anadieron inhibidores de la proteolisis, taies como leupeptina 
(0,5 pg/ml), aprorinina (0,5 pg/m l), pepstarina (0,7 pg/ml), PMSF (40 pg/ml) y EDTA 
(1,1 mM). A continuacion, se procediô a la extracciôn con cloroformoimetanol en una 
proporciôn 2:1 (v/v) segun Folch et al. (1957). Una vez eliminada la fase clorofôrmica, se 
precipitaron las proteinas con âcido tricloroacético al 10 % (concentraciôn en la mezcla de 
precipitaciôn), acelerando la precipitaciôn mediante centrifugaciôn. Posteriormente, se 
redujeron las muestras incubândolas toda la noche con 1 ml de NaBH^ (500 mM) disuelto 
en un tampon de âcido bôrico (0,2 M, pH  9,2). A esta disoluciôn se le ariadiô una go ta de 
hexanol como agente antiespumante. Las proteinas se precipitaron de nuevo ariadiendo 1 
ml de âcido tricloroacético al 10% para, seguidamente, centrifugarlas otra vez. Este ultimo 
paso se repitiô dos veces.
S/ntesJs de los estàndares internas
Para la sintesis de los diferentes estàndares internos (deuterados y no deuterados), 
se utüizaron procedimientos descritos previamente.
Asi, la N^-(carboximetil)-Usina (CML) y la fH J-C M L se sintetizaron a partir de la 
reacciôn del âcido gUoxüico con N^-acetil-Usina y -Usina, respectivamente, en presencia 
de cianoborohidruro sôdico. La CML se aislô mediante cromatografîa de intercambio 
iônico, comprobândose su estructura y homogeneidad por GC/M S y por anâUsis de 
aminoâcidos (Knecht et al., 1991).
La N^-(carboxietil)-Usina (CEL) y la [^HJ-CEL se sintetizaron mediante la reacciôn 
de piruvato con formü-Usina y [^H^]-Usina, respectivamente, en presencia de 
cianoborohidruro sôdico (relaciôn molar 1:1:3) en tampon fosfato 0,2 M a pH  7,4 y 37 °C 
durante 3 dias (Ahmed et al., 1997).
Para la sintesis de N^-(malondialdehido)-Usina (MDAL) y [^HJ-MDAL fue 
necesario obtener previamente malondialdehido (MDA). Este se produjo inmediatamente 
antes de su uso por hidrôUsis de su forma dimetilacetal anadiéndole HCl (IM) durante 30 
minutos a 37 °C. A continuaciôn se cuantifico midiendo la absorbancia a 245 nm, y 
utiUzando su coeficiente de extinciôn molar (137.000 M ’cm ’). Para obtener MDAL o
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fH J-M D A L, se incubé Usina o -Usina con una cantidad equimolecular de MDA en 
presencia de cianoborohidruro sôdico en exceso (8 veces la cantidad de Usina o -Usina) 
en tampôn fosfato (0,2 M, pH  7,4 y 37 °C) durante toda la noche (Requena et al., 1997).
Los carbonilos proteicos especificos semiadehido glutamico (GSA) y semialdehido 
aminoadipico (AASA) se obtuvieron mediante el método descrito por Requena et al. 
(2001).
El âcido 5-hidroxi-2-aminovalérico (HAVA), producto de la reducciôn del GSA, se 
obtuvo de la purificaciôn del éster del âcido 5-metüglutâmico en una columna de 
intercambio iônico Dowex-50W seguido de precipitaciôn con metanol. Para la preparaciôn 
de d5-HAVA se utUizaron 100 mg de âcido d5-2,3,3,4,4-L-glutâmico 98%, que se convirtiô 
en el correspondiente éster metûico mediante el tratamiento con âcido metanôUco-HCl. 
Tras la evaporaciôn, el producto se tratô como se describe para la preparaciôn del HACA.
El âcido 6-hidroxi-2-aminocapronico (HACA), producto de la reducciôn del AASA, 
se précipité con metanol. El d4-AASA se préparé partiendo de 250 mg de D-L-Usina- 
4,4,5,5-d4 2HC1 98% que se convirtieron a N-a-formil-d4-Usina. El producto se évaporé y 
se disolviô en 20 ml de agua. Tras ajustar el pH a 9,5 con NH4OH, se anadieron 320 mg de 
nitroprusiato sôdico durante 20 min, mientras se calentaba a 60 °C y se ajustaba el pH 
cuando era necesario. La soluciôn résultante se calentô durante 4 h mâs, ajustando 
nuevamente el pH. El producto de la reacciôn se filtré e hidroUzô con HCl (6 M) durante 1 
h a 100 °C. Después de la evaporaciôn, el producto se disolviô en âcido fôrmico (pH 2) y 
se filtré en una columna de intercambio iônico Dowex-50W. El producto final se précipité 
con un pequeno volumen de metanol caUente.
Las preparaciones de HAVA, d5-HAVA, ASSA y d4-GSA se disolvieron en agua 
desionizada y se caUbraron con una mezcla de aminoâcidos.
Las muestras y los estàndares se anaUzaron por HPLC en un sistema Hewlett- 
Packard Serie 110, después de su derivacién automâtica con ortoftaladehido. El ârea media 
de Ser, His, Gly, Thr, Arg, Ala, Tyr, Met y Val se utüizô para calcular la concentraciôn de 
HAVA, d5-HAVA, HACA o d4-HACA en cada preparaciôn. Los anâksis se realizaron por 
triplicado para cada soluciôn, y se congelaron aHcuotas a -70° C para su posterior 
utilizaciôn (Requena et al., 2001).
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AnâUsis de CML, CEL, M DAL, GSA y  AASA
Las concentraciones de CML, CEL, MDAL, GSA y AASA se determinaron por 
GC/M S segun Pamplona et al. (1999; 2000). A las muestras reducidas se les anadieron los 
estàndares internos deuterados marcados isotipicamente: d8-lisina (120 nmol), d4-CML 
(474 pmol), d4-CEL (432 pmol), d8-MDAL (216 pmol), d5-GSA (648 pmol) y d4-AASA 
(140 pmol). Las muestras se sometieron a hidrôlisis anadiendo 1ml de HCl (6 N) e 
incubando a 155 °C durante 30 min. Los hidrolizados obtenidos se rehidrataron en 1ml de 
âcido trifluoroacético al 1% y se aplicaron a columnas de extracciôn en fase sôlida C-18 de 
1ml (Supelco), equÜibradas previamente con el mismo solvente. Se recogiô el primer ml 
eluido y los 2 ml adicionales de âcido trifluoroacético al 1%, para, posteriormente, secarse 
al vacio.
Los derivados N,0-trifluoroaceril de los ésteres metüicos del hidrolizado de 
proteinas se obtuvieron de la siguiente manera: primero se incubô la muestra en 1 ml de 
metanol:HCl al 5% durante 30 min a 65 °C seguido de evaporaciôn bajo flujo de nitrôgeno 
para obtener los ésteres metüicos; posteriormente se incubaron los ésteres metüicos del 
hidrolizado con 1 ml de âcido trifluoroacético anhidro durante 60 min a temperatura 
ambiente para obtener los derivados trifluoroacetil. A continuaciôn, el agente derivatizador 
se evaporô bajo flujo de nitrôgeno para, por ultimo, redisolver las muestras en 100 pl de 
cloruro de metüeno. Se centrifugé a 800 g durante 5 min para eliminar los posibles 
precipitados. Los sobrenadantes se traspasaron a viales y se inyectaron alicuotas de 2 pl en 
el sistema de GC/M S para su anâlisis y cuantificaciôn.
Cromatograiîa de gases /  espcctrom etria de m asas
Los anâlisis GC/M S se realizaron en un cromatôgrafo Hewlett-Packard modelo 
6890 equipado con una columna capüar de 30 m HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) 
acoplado a un espectrômetro de masas modelo 5973a en modo de impacto iônico. El 
puerto de inyecciôn se mantuvo a 275 °C y el programa de temperaturas fue el siguiente: 5 
min a 110 °C, incremento de 2 °C /m in hasta 150 °C, aumento de 5 °C/m in hasta 240° C, 
incremento de 25 °C/m in hasta 300° C, y al final se mantuvo la temperatura a 300 °C 
durante 5 min. Para la cuantificaciôn se utüizaron curvas patron construidas a partir de la 
mezcla de estàndares deuterados y no deuterados.
Los anâlisis se realizaron mediante monitorizaciôn de iones especificos 
seleccionados previamente (SIM). Los analitos se detectaron por SIM - GC/M S. Los iones
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usados fueron Usina (m /z, 180) y d8-Usina (m /z, 187); GSA (m /z, 280) y d5-GSA (m /z, 
285); AASA (m /z, 294) y d4-ASSA (m /z, 298); CML (m /z, 392) y d4-CML (m /z, 396); 
CEL (m /z, 379) y d4-CEL (m /z, 383); y MDAL (m /z, 474) y d8-MDAL (m /z, 482). Las 
concentraciones finales se expresaron en pmol de GSA, AASA, CML, CEL o MDA-Usina 
/  mol Usina.
2) Western blot
Adicionalmente, los valores de MDAL fueron determinados también mediante 
western hlot convencional, tanto en cerebro como en bazo, empleando un anticuerpo 
primario monoclonal conjugado con la enzima HRP (Academy Bio-Medical Company) a 
una concentraciôn 1:1000.
Ademâs, CML fue anaUzada en gangUos axüares y corazôn, también mediante 
western hlot. La concentraciôn del anticuerpo monoclonal uriUzado en este caso (Biologo) 
fue de 1:500. Para la detecciôn posterior de la uniôn del anticuerpo primario, se utüizô un 
anticuerpo secundario frente a raton conjugado con HRP (1:5000, Amersham).
Como control se utüizô un anticuerpo anti-Pactina (1:5000, Abcam), para referir la 
cantidad total de MDAL o de CML frente al contenido proteico total, representado por la 
cantidad de (3actina.
Se empleô un sustrato quimioluminiscente de la HRP (MüUpore), para la detecciôn 
del anticuerpo primario. La cuantificaciôn y grabaciôn de la serial fue reaUzada con un 
equipo ChemiDoc de BioRad. La concentraciôn proteica se determinô por el método de 
BCA. Los datos se expresaron en unidades arbitrarias de densitometrado.
Dado que no todas las proteinas son igualmente susceptibles a la oxidaciôn, se 
planteô también conocer cuâles de eUas presentaban el marcador CML. Para eUo, se reaUzô 
una electroforesis en dos dimensiones, aumentando la proteina cargada hasta 50 [ig, 
siguiendo cuidadosamente el protocolo proporcionado por la casa comercial (2D PAGE, 
BioRad). A pesar de que se emplearon anticuerpos secundarios conjugados directamente 
con fluorôforo para aumentar la sensibiUdad, no fue posible la detecciôn del anticuerpo 
primario. N o obstante, en los resultados se muestran las tinciones de plata (Invitrogen) de 
los geles en dos dimensiones, donde pueden obser\^arse los cambios en las cantidades 
relativas de proteinas entre grupos expérimentales.
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Anâlisis de la com posiciôn de los âcidos grasos procedentes de lip idos totales
La susceptibilidad inherente de las macromoléculas al dario oxidativo, asociada a su 
composiciôn quimica, es un sistema defensivo frente al envejecimiento. Asi, los âcidos 
grasos altamente insaturados de las membranas celulares son las macromoléculas mâs 
susceptibles al dano oxidativo en las células, sensibilidad que se incrementa en funciôn del 
numéro de dobles enlaces. Por tanto, en la présente tesis se ha analizado la composiciôn de 
âcidos grasos procedentes de lipidos totales.
Extracciôn de los lipidos
Los lipidos se extra)eron de las muestras utüizando cloroformo:metanol en una 
proporciôn 2:1 (v/v) en presencia de butühidroxitolueno (BHT) al 0,01%, segun Folch et 
al. (1957). Posteriormente se separô la fase orgânica y se evaporô bajo un flujo de nitrôgeno 
en un evaporador N-evap Model 111. La fase lipidica se sometiô a un proceso de 
transesterificaciôn mediante incubaciôn con 2,5 ml de metanol-HCl al 5% durante 90 min a 
75 °C. La soluciôn metanol-HCl se préparé mediante la adiciôn de 1,3 ml de cloruro de 
acetilo a 18,7 ml de metanol, con el objeto de producir HCl anhidro. De este modo se 
obtuvieron los ésteres metüicos de los âcidos grasos. La extracciôn de estos ésteres 
metüicos se efectuô ariadiendo 2,5 ml de n-pentano y 1 ml de soluciôn saturada de NaCl, 
agitando durante 15-30 min en un vibrador de brazo oscüante Vibromatic-384 y 
centrifugando a 3000 rpm durante 15 min a 4 °C. La fase de n-pentano se separô y se 
evaporô bajo flujo de nitrôgeno. Por ultimo, los ésteres metüicos se disolvieron en 75 pl de 
disulfuro de carbono (CSg) como vehiculo para su posterior anâlisis mediante GC/M S.
Condiciones cromatogrâficas
La separaciôn de los ésteres metüicos de los âcidos grasos se Uevô a cabo en una 
columna SP2330 (30 m x 0,25 mm x 0,20 pm) con un cromatôgrafo de gases Hewlett- 
Packard 6890 Serie II. Como detector se utüizô un espectrômetro de masas Hewlett- 
Packard 5973A en modo de impacto iônico. El puerto de inyecciôn se mantuvo a 220° C y 
el detector a 250° C; el programa de temperatura consistiô en 100 °C durante 2 min, subida 
de temperatura a 10 °C/m in hasta los 200 °C, 5 °C/m in hasta los 240 °C y, por ultimo, la 
temperatura se mantuvo 10 min a 240 °C. La identificaciôn de los ésteres metüicos de los 
âcidos grasos se realizô por comparaciôn con los correspondientes estàndares. Los 
resultados se expresan como % mol.
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Càlculo de los Indices relacionados con la composiciôn lipidica
Los diferentes indices se calcularon de la forma que se detalla a continuaciôn: 
Contenido de Acidos Grasos Saturados (SFA, del inglés: Saturated Fatty Adds):
SFA = [E%mol (8:0 + 10:0 + 11:0 + 12:0 + 13:0 + 14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 
20:0 + 24:0)]
Contenido de Acidos Grasos Insaturados (UFA, del inglés: Unsaturated Fatty Adds):
U FA = p % m o l (16:1 + 18:1 + 18:2 + 18:3 + 18:4 +  20:1 + 20:2 + 20:3 + 20:4 + 20:5 
+ 22:4 + 22:5 + 22:6)]
Contenido de Acidos Grasos Monoinsaturados (MUFA, del inglés: 'M.ono unsaturated Fatty 
Adds):
M UFA  = [E%mol (16:1 + 18:1 + 20:1 + 24:1)]
Contenido de Acidos Grasos Insaturados (PUFA, del inglés: Vo\y unsaturated Fatty Adds): 
PU FA  = [Z%mol (18:2 + 18:3 + 20:2 + 20:3 + 20:4 + 20:5 + 22:5 + 22:6)]
Contenido de Acidos Grasos Poliinsaturados de la serie omega 3 (PUFA(n-3)):
PU FA (n-3) = [Z%mol (18:3 + 20:5 + 22:5’+ 22:6)]
Contenido de Acidos Grasos Poliinsaturados de la serie omega 6 (PUFA(n-6)):
PU FA (n-6) = [Z%mol (18:2 + 20:2 + 20:3+ 20:4 + 22:4 + 22:5’)]
Longitud Media de la Cadena (ACL, del inglés: Average Chain Length):
ACL= [(Emoi %totalCg x 8) + (Emoi %totalC|o x 10) + (Emoi %totalC^^ x 11) + (Emoi
%totalCi2 X 12) + (Emoi %totalCj3 x 12) + (Emoi %totalCj4 x 14) + (Emoi
%totalCi5 X 15) + (Emoi %totalCi(^ x 16) + (Emoi %totalC |7 x 17) + (Emoi
%totalCj8 X 18) + (Emoi %totalC2o x 20) + (Emoi %totalC ,2 x 22) + (Emoi
%totalC24 X 24)]/100 
Indice de Dobles Enlaces (DBI, del inglés: Double Bound Index):
D B I=  [(1 X E%âcidos monoenoicos) + (2 x E%âcidos dienoicos) + (3 x E%âcidos 
trienoicos) + (4 x E%âcidos tetraenoicos) + (5 x E%âcidos pentaenoicos) + (6 x 
E%âcidos hexaenoicos)]
Indice de Peroxidizabiüdad Lipidica (PI, del inglés: Peroxidiï^ ahility Index):
P I=  [(0,025 X E%âcidos monoenoicos) + (1 x E%âcidos dienoicos) + (2 x E%àcidos 
trienoicos) + (4 x E%âcidos tetraenoicos) + (6 x E%âcidos pentaenoicos) + (8 x 
E%àcidos hexaenoicos)]
A la hora de calcular el % de âcidos grasos pertenecientes a cada una de las series: omega 3 y omega 6, se tienen en cuenta solamente 
los que pertenecen a cada una de ellas, es decir para la serie omega 3 se contabilizarâ el 22:5n-3 y para la serie omega 6 se contabilizard el 
22:5n-6.
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M ecanism o de elim inaciôn del dano oxidativo a proteinas: Anâlisis de la actividad  
delproteasom a 20S
En la acumulaciôn de dano oxidativo a proteinas podria contribuir una disminuciôn 
en la tasa de renovacion de las mismas con la edad, siendo el proteasoma 20S el complejo 
preferentemente encargado de reconocer y degradar activamente estos productos.
El método mâs frecuente para la determinaciôn de la actividad proteasômica se 
basa en la ruptura por parte del mismo, de péptidos especificos unidos a un fluorôforo, de 
modo que éste queda liberado y puede ser detectado. Para su estudio, empleamos ôrganos 
(ganglios axilares, corazôn, pulmôn, ririôn, higado) y células inmunitarias peritoneales. Los 
homogenizados de ôrganos fueron reaüzados directamente en tampôn de lisis. Las células 
fueron lavadas y el tampôn de lisis se ariadiô al pellet celular. Este tampôn consistiô en 
NaCl 50 mM, HEPES 10 mM pH  8, Sucrosa 500 mM, EDTA 1 mM y Triton X I00 0,2 %, 
al que se adicionô inmediatamente antes de su uso, PMSF 0,2 mM y ^-mercaptoetanol 7,2 
mM. El proteasoma 20S no necesita de la adiciôn de ATP para su funcionamiento. Las 
muestras se incubaron 15 min a 4 °C, tras lo cual se realizô una centrifugaciôn a 15000 g de 
30 min y a 4 °C. Se tom ô una aHcuota para la determinaciôn de la cantidad de proteina, 
mediante el test BCA, Inmediatamente después, se procediô a realizar el ensayo de la 
actividad proteasômica.
Los péptidos especificos empleados para la medida de las actividades proteasômicas 
fueron Suc-LLVY y Z-LLE, para las actividades quimiotripsina y caspasa, respectivamente. 
Ambos se encuentran unidos al fluorôforo amido-4-metilcumarina (AMC). N o medimos la 
actividad tripsina debido a la alta contaminaciôn que se produce como consecuencia de la 
ruptura de los sustratos a causa de actividades no mediadas por el proteasoma. En plaça de 
96 pocülos de fondo piano se ariadieron el sustrato, Suc-LLVY o Z-LLE a una 
concentraciôn final de 25 pM o 150 pM, respectivamente, y la cantidad adecuada de 
proteina, que fue diferente para cada tipo de muestra biolôgica empleada y es necesario 
ajustar previamente a la reaHzaciôn del ensayo (de modo que la cinética de actividad 
proteasômica sea Uneal y no Uegue a la saturaciôn en el transcurso del ensayo), en un 
volumen final de 200 pl en HEPES 1 M pH  8. En nuestro caso, la cantidad de proteina 
empleada fue 60 [xg en corazôn, 20 pg del Hsado de higado, en el caso de los ganglios 
axilares y también para los leucocitos peritoneales, 10 pg para el pulmôn y 2 pg en el ririôn. 
Todas las medidas se realizaron por triplicado, y las muestras que pretendian compararse se 
realizaron en el mismo ensayo. Para cada individuo y actividad proteasômica se realizô su
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propio control negativo, por duplicado, que Uevaba los mismos componentes y ademâs un 
inhibidor especifico de la actividad proteasômica (MG 132 a concentraciôn final de 400 
pM).
La lectura se realizô en un lector de plaças con un fütro de excitaciôn de 380 nm y 
de emisiôn de 460 nm. La plaça se incubô dentro del fluorimetro durante 50 min, a lo largo 
de los cuales se realizaron 25 ciclos de lectura, 1 ciclo cada 120 segundos. La actividad en 
presencia de MG132 se restô a la actividad en ausencia del mismo para la obtenciôn de la 
actividad especffica (unidades arbitrarias de fluorescencia, UAF). Los resultados se 
expresaron como actividad especffica/mg proteina.
3.2.1.2.11. Estudio de la funciôn endocrina. N iveles plasm âticos de corticosterona.
Los plasmas destinados a la valoraciôn de los niveles de corticosterona fueron 
mantenidos a -20 °C. Antes de la realizaciôn del ensayo fueron descongelados en frio y 
centrifugados 10 min a 1000 g para la eliminaciôn de posibles impurezas.
La corticosterona es el esteroide circulante mâs abundante en roedores y el 
glucocorticoide principal secretado por la corteza adrenal en estos animales, que no son 
capaces de sintetizar cortisol porque carecen de la enzima C-17 hidroxilasa. N o obstante, al 
igual que el cortisol en humanos y la mayoria de mamiferos, la sintesis y Hberaciôn de 
corticosterona en roedores se encuentra controlada por la hormona ACTH a través de un 
mecanismo de retroalimentaciôn negativa, existiendo variaciones en funciôn de factores 
como el sexo y el ciclo diurno, y sus niveles son indicadores de estrés.
La detecciôn de los niveles de corticosterona plasmâticos se realizô mediante un 
radioinmunoensayo (RIA) comercial (Siemens). Brevemente, el ensayo consistiô en un RIA 
de fase sôlida, en el cual la corticosterona murina marcada con compite durante un 
tiempo determinado (2 h de incubaciôn a temperatura ambiente) con la corticosterona de la 
muestra por su uniôn al anticuerpo, de manera que en la lectura posterior, mayor cantidad 
de radiactividad supone menor corticosterona présente en la muestra. Los anticuerpos se 
encuentran inmovilizados a la pared de tubos de polipropileno, por lo que esta competiciôn 
finaüza simplemente decantando los sobrenadantes de los tubos, permitiendo el aislamiento 
de la fracciôn de anticuerpo unida a la corticosterona marcada con radiactividad. Se realizô 
la lectura de la radiactividad en un contador gamma, y los resultados se expresaron en 
ng/m l con la ayuda de una curva reaüzada con concentraciones conocidas de
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corticosterona marcada, en que las cpm se enfrentaron al logaritmo de la concentraciôn. La 
sensibilidad del método es de aproximadamente 5,7 ng/m l. El coeficiente de variaciôn 
intra- e inter-ensayo dépende de la concentraciôn valorada, y es de aproximadamente 4,3 % 
y 5,8 %, respectivamente.
3.2.1.2.12. Anâlisis estadistico.
Los resultados se expresaron como media aritmédca y error tipico de los datos 
obtenidos en cada una de las diferentes pruebas. La normalidad de los datos se comprobô 
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.
Cuando eran sôlo dos los grupos a comparar, el anâlisis estadistico de los datos 
obtenidos se realizô mediante la “t” de Student para muestras independientes.
En los diserios expérimentales en que existian mâs de dos grupos a comparar, se 
comprobô ademâs la homogeneidad de las varianzas entre los grupos a través del test de 
Levene, para el posterior anâlisis de la varianza (ANOVA), seguido del test de Tukey para 
las comparaciones post hoc, en el caso de varianzas homogéneas, o de Games-HoweU, en 
caso de que éstas no cumpHeran la condiciôn de homogeneidad. Los ANOVAs fueron de 
una, dos o très vias, dependiendo de las variables dependientes consideradas en cada diserio 
experimental. Asi, por ejemplo, se realizaron ANOVAs de una via para ver el efecto de la 
edad, de dos vias para el estudio del efecto de la edad y el tratamiento, la edad y el sexo, o la 
transgenicidad y el sexo, y de très vias para el anâlisis de la transgenicidad, el sexo y el 
tratamiento.
El estudio de la longevidad, a través de la esperanza de vida media, se realizô 
mediante el test de Kaplan-Meier.
Se considéré que no existia significaciôn si el valor de la probabüidad de 
significaciôn (p) era mayor de 0,05. Una diferencia de p<0,05 se considéré como 
significativa, de p<0,01 como muy signifîcativa y de p<0,001 como altamente significativa.
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3.2.2. Hum anos.
3.2.2.1. Protocoles expérimentales en humanos.
3.2.2.1.1. Estudio del efecto de la ansiedad crônica y de la situaciôn de estrés 
psicosocial por ausencia de hogar com o m odelos de envejecim iento prematuro en  
humanos.
Parâm etros en estudio
En este estudio, que se ha subdividido en los dos protocolos expérimentales que 
posteriormente se indican, se llevô a cabo la valoraciôn de los parâmetros que 
seguidamente se relacionan: En neutrôfilos de sangre periférica; la adherencia, la 
quimiotaxis, la fagocitosis, y los niveles de aniôn superôxido. En linfocitos de esa misma 
localizaciôn; la adherencia, la quimiotaxis, la proliferaciôn inducida por PHA, y la actividad 
NK. También se anaüzaron los niveles de IL-2 (en sobrenadantes de cultivo de linfocitos 
inducidos por PHA), y de TN F-a (en sobrenadantes de cultivo de sangre total estimulados 
con EPS). Ademâs, se determinaron los niveles plasmâticos de antioxidantes totales y de 
cortisol.
1) E studio de la funcionalidad de leucocitos de sangre periférica y  de los niveles 
plasm âticos de antioxidantes y  de cortisol en m ujeres ansiosas
Participantes
El estudio fue realizado en 33 mujeres de 43,29±2,09 arios de edad, que mostraron 
niveles altos de ansiedad (53,8±1,24 en escala de 0 a 63; P<0,001 con respecto al grupo 
control) en el Inventario de Ansiedad de Beck (Beck et al, 1988; Beck, 1993; Comeche et 
al., 1995), que se recoge mâs adelante. El grupo control se compuso por 33 mujeres no 
ansiosas (4,32±0,60) de la misma edad, con objeto de evitar diferencias debidas a estos 
factores.
Todas las mujeres eran espariolas de raza caucâsica, que fueron reclutadas de la 
poblaciôn de Madrid a través de carteles, correos electrônicos y anuncios en prensa. Los 
criterios de inclusion fueron: (1) ser mujer de 30 a 50 arios de edad, (2) mostrar niveles
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altos o ausencia de ansiedad. Ninguna de las participantes se encontraba recibiendo ningun 
tipo de tratamiento psicofarmacolôgico ni psicoterapia.
Los criterios de exclusion consistieron en malnutricion, embarazo, alergias graves, 
inmunodeficiencias o enfermedades autoinmunes, neoplasia, fiebre reumâtica, diabetes, 
convulsiones, desordenes endocrtnos, anemia, radioterapia, quimioterapia, toma de 
corticosteroides adrenales o terapia de reemplazo estrogénico, ser fumadora o consumidora 
de alcohol o drogas, y haber realizado entrenamiento de resistencia poco antes de su 
admisiôn. También fueron excluidas del estudio las mujeres que habian sido recientemente 
diagnosticadas como pacientes de enfermedades infecciosas, habian sufrido algun 
tratamiento quirurgico, consumian medicamentos inmunomoduladores, mostraron 
resultados de laboratorio patolôgicos, o eran incapaces de completar el protocolo de 
evaluaciôn o de hablar, leer o escribir en lengua casteUana. Considerando el hecho de que el 
momento del ciclo menstrual puede ejercer una fuerte influencia sobre la inmunidad, las 
participantes no se encontraban ni ovulando ni menstruando en el momento del estudio. 
Antes de la realizaciôn del cuesdonario psicolôgico, se Uevô a cabo una entrevista clinica 
estructurada. Las mujeres que mostraron sintomas depresivos fueron excluidas del estudio. 
Estas evaluaciones fueron reaüzadas por el Dr. Leôn Siboni en su consulta médica privada 
locaüzada en Madrid.
Con respecto a las caracterisdcas sociodemogrâficas de la muestra, todas las 
mujeres habian completado al menos la educaciôn escolar bâsica (>12 arios de formaciôn) 
y pertenecian a la clase econômica media-alta.
Todas las participantes recibieron informaciôn acerca del propôsito del estudio y 
dieron su consentimiento por escrito para la utiüzaciôn de sus muestras sanguineas en 
investigaciôn biomédica. Todos los procedimientos se Uevaron a cabo de acuerdo con los 
principios descritos en la Declaraciôn de Helsinki. Las muestras sanguineas (9 ml de sangre 
periférica tomados por punciôn venosa) se recogieron de 9.00 a 10.00 h (en tubos con 
citrato), con objeto de contrôlât el efecto de las variaciones circadianas en los parâmetros 
inmunolôgicos, siempre después de la reaHzaciôn del cuestionario psicolôgico (versiôn 
espariola), que se adjunta.
Instrum ento
Para la determinaciôn de los niveles de ansiedad se empleô el Inventario de Ansiedad 
de Beck (BAI). El dominio del BAI es la ansiedad, sobre todo en sus aspectos fïsicos:
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Nombre
INVENTARIO DE ANSIEDAD DE BECK (BAI)
Fecha ID:
Por favor, indique para cada uno de los siguientes sintomas de ansiedad, el grado en que se ha visto 
afectado por cada uno de ellos DURANTE LA ULTIMA SEMANA y en el momento actual. Para 
ello debe elegir de entre las siguientes respuestas la que mejor corresponda con la intensidad de 
cada uno de sus sintomas:
0 En absolute
1 Levemente, no me molesta mudio.
2 Moderadamaite, fue muy desagradable 
pero podla sopoitado
3 Severamente, casi no podla soportario.
1. Hormigueo o entumecimiento 0 1 2  3
2. Sensaciôn de calor. 0 1 2  3
3. Temblor de piemas. 0 1 2  3
4. Incapacidad para relajarse. 0 1 2  3
5. MIedo a que su céda lo peor. 0 1 2  3
6. Mareo o aturdimiento. 0 1 2  3
7. Palpitaciones o taquicardia. 0 1 2  3
8. Sensaciôn de inestabilidad o inseguridad fisica. 0 1 2  3
8. Terrores. 0 1 2  3
10. Nerviosismo. 0 1 2  3
11. Sensaciôn de ahogo. 0 1 2  3
12. Temblores de manos. 0 1 2  3
13. Temblor generalizado o estremecimiento. 0 1 2  3
14. Miedo a perderel control. 0 1 2  3
15. Dificultad para respirar. 0 1 2  3
16. Miedo a morirse. 0 1 2  3
17. Sobresaltos. 0 1 2  3
18. Molestias digestivas o abdominales. 0 1 2  3
19. Palidez. 0 1 2  3
20. Rubor facial. 0 1 2  3
21. Sudoraciôn (no debida a calor). 0 1 2  3
166
Material y Métodos
nerviosismo, incapacidad para relajarse, jaquecas, taquicardias (Beck et al, 1988; Beck, 1993; 
Comeche et al., 1995). Se trata de un instrumento auto-aplicado que tiene como objetivo 
discriminât entre ansiedad y depresiôn. Fue especificamente disenado para diferenciar los 
sintomas comportamentales, emocionales y psicolôgicos entre individuo s con ansiedad o 
con depresiôn. Para ello, los autores incorporaron items que son especificos a los sintomas 
psicolôgicos y cognidvos del transtorno de ansiedad, e independientes de los sintomas de la 
depresiôn. Ademâs, distingue los sujetos ansiosos de los no ansiosos, pero no puede 
considerarse una medida especifica de la ansiedad generalizada, dado que no discrimina 
bien entre trastornos de ansiedad ni distingue éstos de la depresiôn ansiosa. N o discrimina 
especificamente entre la ansiedad rasgo y la ansiedad estado, sin embargo, su alta fiabilidad 
test-retest sugiere que funciona como medida de rasgo.
Las mujeres informaron acerca de cuânto habian sufrido cada uno de los sintomas 
durante la semana anterior, incluyendo el dia en que se administrô el instrumento. Estâ 
compuesto por 21 items valorados en una escala tipo Likert de 0 (nada en absolu to) hasta 3 
(severamente). Para obtener la puntuaciôn global, cuyo rango oscüa entre 0 y 63, se 
sumaron las puntuaciones obtenidas en cada item, siendo los puntos de corte los siguientes: 
de 0 a 9: normal o ausencia de ansiedad; de 10 a 18: ansiedad baja a moderada; de 19 a 29: 
ansiedad moderada a alta; de 30 a 63: ansiedad alta. El tiempo de administraciôn fue de 5 
min.
Criterios de calidad del BAI:
Fiabilidad: Consistencia interna segun a de Cronbach: 0,90-0,94; correlaciôn item-total:
0.30-0.71; fiabilidad test-retest r. 0,67-0,93.
Aalide:  ^ Correlaciones del Inventario de Ansiedad de Beck con la Escala para la Valoraciôn 
de la Ansiedad de Hamilton (HARS): 0,51; con el Inventario de Ansiedad Rasgo-Estado 
(STAI): 0,47-0,58; con la subescala de ansiedad del Cuestionario de 90 Sintomas 
Revisado (SCL-90-R): 0,81; con el Inventario de Depresiôn de Beck (BDI): 0,61; y con 
la subescala de depresiôn del SCL-90-R: 0,62.
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2) E studio del efecto de la situaciôn de estrés psicosocia l en personas sin hogar 
sobre la funcionalidad de leucocitos de sangre periférica y  sobre lo s n iveles 
plasm âticos de antioxidantes y  de cortisol
La ciudad de Madrid, en el momento de la realizaciôn del estudio (2004), tiene 
aproximadamente una poblaciôn de 4x10'' habitantes. En eUa y en un periodo de un ario, 
entre 5000 y 7000 personas son o bien literalmente sin techo y /  o se encuentran utilizando 
servicios sociales para los sin techo.
Participantes
El estudio se realizô en 80 personas de edades comprendidas entre los 18 y los 67 
arios. La muestra se compuso de un grupo experimental formado por 40 personas sin techo 
y un grupo de comparaciôn de 40 personas del mismo sexo y edad que vivian hospedados 
en casas (contrôles).
La muestra de los sin hogar fue reclutada de un centro de dia /  comedor de 
beneficencia para personas sin techo (Programa Integral San Vicente de Paul, Paseo del 
General Martinez Campos, Madrid), al que acudian a diario aproximadamente 400 personas 
en el momento en que se Uevô a cabo el estudio. Los criterios de inclusiôn fueron: (1) ser 
usuario del citado centro en el momento del estudio, (2) ser mayor de edad ( > 1 8  arios). 
Los criterios de exclusiôn fueron: (1) diagnôstico psiquiâtrico previo de esquizofrenia, 
psicosis o demencia, (2) diagnôstico previo de infecciôn por VIH o ser adicto al alcohol o a 
las drogas, (3) incapacidad para completar el protocolo de evaluaciôn, (4) uso de 
medicaciôn que pudiera interferir con los resultados inmunolôgicos, y (5) incapacidad para 
hablar, leer o escribir en lengua casteUana.
Se seleccionaron aleatoriamente 90 individuos de la Usta compléta de usuarios del 
centro de dia (360 usuarios), mediante un procedimiento sistemàtico de muestreo aleatorio. 
32 usuarios se encontraban desaparecidos en el momento del estudio. Del total de 58 
personas contactadas, 6 fueron excluidas por el criterio de exclusiôn (1) anteriormente 
citado, y 12 rechazaron participar. De los 40 participantes incluidos finalmente, 28 (70 %) 
eran hombres y 12 (30 %) mujeres. La media de edad fue 43 arios. La mayor parte de los 
sujetos tenian alguna educaciôn escolar (n=39, 98,5 %). La mayoria de participantes (n=31, 
72 %) habian padecido la falta de hogar durante una media de 5,28+1,07 meses. En este 
estudio, se definiô a las personas sin techo como aqueUas que vivian en la caUe, en centro s
168
Material y Métodos
de acogida temporales y ho stales para personas sin hogar, en instituciones, o 
temporalmente con familiares o amigos debido a la falta de hospedaje. El resto de 
participantes que formô parte de este grupo (n=9, 28 %) eran individuos hospedados 
inadecuadamente (personas que vivian con hospedaje proximo a los estàndares minimos). 
Todos los participantes habian sufrido una ampHa variedad de sucesos vitales estresantes, 
como desempleo, muerte de familiares, problemas de salud, violencia, etc.
Con respecto a la percepcion de su estado de salud actual en el momento del 
estudio, mâs de la mitad de la muestra (62,6 %) dijo tener una salud pobre o regular. El 
53,1 % informé de algun problema fisico, como infecciones respiratorias (17,4 %), Herpes 
Simplex (13%) y dolores de cabeza, musculares o de huesos (17,4 %).
La mayor parte de los participantes mostraron niveles cHnicos de angustia 
psicologica. La puntuaciôn media en depresiôn, segun el Inventario de Depresiôn de Beck, 
fue 18,03+1,77, y en ansiedad, segun el BAI, fue 17,34±1,79. Un total del 75 % y 65,6 % 
de la muestra mostrô niveles cHnicos de depresiôn y ansiedad, respectivamente.
Se evaluaron ademâs 40 voluntarios como grupo control, del mismo sexo y edad 
que la muestra sin techo. Los participantes pertenecientes a este grupo fueron gente que 
respondiô a anuncios por correo electrônico y carteles. El criterio de inclusiôn fue: (1) tener 
una vivienda o espacio adecuado en el que la persona y su familia pudiera desarroUar 
posesiôn exclusiva (muestra hospedada). Los criterios de exclusiôn fueron los mismos que 
los ya citado s para el grupo experimental. Sus puntuaciones médias tanto para depresiôn 
(5,9±0,85) como para ansiedad (9,56+1,24) se encontraban al nivel normal de la poblaciôn 
general.
Todos los participantes, contrôles y sin techo, recibieron informaciôn acerca del 
propôsito del estudio y dieron consentimiento escrito para el empleo de sus muestras 
sanguineas en investigaciôn biomédica. El consentimiento informado se obtuvo una vez 
finalizada la entrevista y antes de pedir la donaciôn de sangre a los participantes potenciales. 
Las muestras de sangre (obtenidas por punciôn venosa de sangre periférica) fueron 
recogidas por la mariana en tubos con citrato. El estudio fue aprobado por el Comité Etico 
de la Universidad Complutense de Madrid. Se siguieron los principios de la Declaraciôn de 
Helsinki. Las entrevistas y cuestionarios fueron Uevados a cabo en una habitaciôn en total 
privacidad por la psicôloga Aida de Vicente.
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Instrum en tos
Se llevô a cabo una entrevista estructurada., que incluia datos acerca de las 
caracteristicas sociodemogrâficas, los sucesos vitales estresantes, factores psicosociales, 
funcionamiento cognitivo y aspectos de la calidad de vida.
La informaciôn sobre los sintomas depresivos y ansiosos se obtuvo empleando los 
instrumento s apropiados, es decir, el Inventario de Depresiôn de Beck (BDI, Beck et al., 1961, 
Vâzquez y Sanz, 1999) y el Inventario de Ansiedad de Beck (Beck et al., 1988; descrito en el 
estudio anterior), respectivamente, en su versiôn en lengua casteUana.
Los dominios del BDI son las manifestaciones conductuales de la depresiôn en 
adolescentes y adultos. Contiene un factor cognitivo-afectivo y un factor somâtico. 
Discrimina entre pacientes con trastorno de las personas que no lo tienen (contrôles), 
pacientes con distimia de aquéUos con un trastorno depresivo mayor, y pacientes con un 
trastorno de ansiedad generaUzada de aquéllos con un trastorno depresivo mayor. Se trata 
también de un cuestionario autoapUcado (a pesar de que en una primera versiôn era 
administrado por el cUnico) de 21 items en su versiôn revisada (BDI-IA) en el ario 1978. 
Estos 21 items evalùan un ampUo espectro de sintomas depresivos y cada uno se compone 
de cuatro afirmaciones acerca de la intensidad del sintoma, desde 0 (ausente o leve) hasta 3 
(muy intenso). Cubre un marco temporal de una semana. La puntuaciôn total se obtuvo 
sumando las obtenidas en cada uno de los items y se interpretô del siguiente modo: 
intensidad minima: 0-9; intensidad leve: 10-16; intensidad moderada: 17-29; alta intensidad: 
30-63. El tiempo de apUcaciôn fue de 5 a 10 minutos.
Criterios de caUdad del BDI:
Fiabilidad: Existen diversos estudios sobre sus caracteristicas psicométricas para distintas 
muestras. En general, la consistencia interna oscüa, segun a de Cronbach, entre 0,73 y 
0,95. Fiabüidad test-retest r. 0,81-0,83.
Valide:^ Correlaciones entre el BDI y otras medidas de la depresiôn para pacientes 
psiquiâtricos: 0,55-0,96; para personas sin trastorno: 0,55-0,73. Correlaciones con la 
Escala para la Evaluaciôn de la Depresiôn de Hamüton (Ham-D) para pacientes 
psiquiâtricos: 0,61-0,86; con la Escala AutoapUcada para la Depresiôn de Zung (Zung 
SDS): 0,57-0,86; con la subescala de Depresiôn del Cuestionario de 90 Sintomas (SCL- 
90): 0,76; con la subescala de Depresiôn del Inventario Multifâsico de la PersonaUdad de 
Minnesota (MMPI-D): 0,60; y con la Escala de Desesperanza de Beck (BHS): 0,60.
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INVENTARIO DE DEPRESIÔN DE BECK (BDI)
Nombre Fecha ID:
En este cuestionario aparecen varies gnços de afirmaciones sobre estado de ânimo. Por favor, lea con atenciôn cada una. A 
continuaciôn, senale cuâl de las afirmaciones de cada grupo describe mejor cômo se ha sentido DURANTE ESTA ULTIMA 
SEMANA, rNCLUIDO EL DÎA DE HOY. Rodee con un circule el numéro que estâ a la izquierda de la afirmaciôn que haya 
elegido. Si dentro de un grupo, bay mâs de una afirmaciôn que considéré aplicable a su caso, marquela tan tién . Asegürese 
de leer todas las afirmaciones dentro de cada grupo antes de realizar la  elecciôn.
1. 0
1
2
3
2. 0
1
2
3
3. 0
1
2
3
4. 0
1
2
3
5. 0
1
2
3
6. 0
2
3
7. 0
1
2
3
8. 0
1
2
3
9. 0
1
2
3
10. 0
1
2
3
11. 0
1
2
3
No me siento triste 
Me siento triste
Me siento triste continu am ente y no puedo dejar de 
e stado
Me siento tan triste o tan desg radado  que no puedo 
soportario
No me siento especialm ente desanim ado respecto al 
futuro
Me siento desanim ado respecto al futuro
Siento que no tengo que esperar nada
Siento que el futuro es desesperanzador y que las cosas
no mejorarén
No me siento ffacasado
Creo que fie ffacasado m âs que la mayoria de las 
personas
Cuarxfom iro fiacia a trà s .s ô b  w o  ffacaso  tras fracaso 
Me siento una persona totalmente fracasada
Las cosas m e satisfacen tanto como antes 
No disfruto de las cosas tanto como antes 
Ya no tengo una satisfôcciân auténtica de las cosas 
Es toy insatisfecho o aburrido de  todo
No me siento especialm ente culpable 
Me siento culpable en bas tantes ocas iones 
Me siento culpable en la mayoria de  las situaciôn es 
Me siento culpatrie cons tan tem ente
No creo que e sté  siendo castigado 
Me siento como si fuese a se r  castigado 
Es pero s e r  castigado 
Siento que es toy siendo castigado
No es toy decepcionado de m im ism o 
Estoydesoontento  conmigo mismo 
Me avergüenzD de m im ism o 
Me detesto
No me considero peor que cualquier otro 
Me auto cri tico por mis debilidades o por mis errores 
Continuamente me culpo por mis faltas 
Me culpo por todo lom alo que sucede
No tengo ningûn pensam iento de  suiddio 
A veces pienso en su iddarm e pero no lo com eteria 
D esearia suicida rme 
Me suicidaria si tuviera la oportunidad
No lloro mâs de  lo que solia 
Ahora lloro m âs que antes 
Lloro continuamente
Antes era  c ap az  de llorar, pero ahora no puedo incluso 
aunque quiera
No es toy m âs irrita do de lo normal en mi
Me moles to o irrito m âs fâcim ente que antes
Me siento irritado continuamente
No me irrito absolutam ente nada por las cosas que antes
sol tan irrita rme
12 . 0 
1 
2 
3
13. 0 
1
14.
15.
16.
0 
1 
2 
3
0 
1 
2 
3
19. 0
1
2
3
20 . 0 
1
2
3
21 . 0
1
2
3
17.
18.
No he perdido el interés por los demâs 
Estoy m enos interesado en los dem âs que antes 
He perdido la mayor parte d e  mi interés por los dem âs 
Ne percfido todo el interés por los dem âs
Tom o decisiones m âs o m enos como siem pre he tiecho
Evito tom ar decis iones m âs que antes
Tom ar de ois iones m e résulta m uchom âs dftcil que
antes
Ya m e e s  imposible tomar decis iones
No creo tener peor aspecto que antes
Estoy preocupado porque parezco mayor o poco
atractivo
Creo que se  han produrodo camtxos perm anentes en mi 
a spec to  que me hacen parecer poco atractivo 
Creo que tengo un aspecto  horrible
Trabajo igual que  antes
Me eu es  ta un esfuerzo extra com enzar a hacer algo 
Tengo que obligarme mucho para hace r todo 
No puedo hacer nada en a b sd u to
D uetm o tan bien como siempre
No duermo tan bien como antes
Me despierto  una o dos horas antes de lo habituai y m e
résulta difrcil volver a dormir
Me despierto  varias horas antes de  lo habituai y no
puedo volver a dormir
No me siento m âs cansado de lo habituai 
Me c an so  m âs fâcilmente que antes 
Me can so  en  cuanto h ago cualquier cosa 
Estoy tan cansado  que no puedo hacer nada
M apetito no ha disminuido 
No tengo tan buen apetito como antes 
Ahora tengo m ucho menos apetito 
He perdido completam ente el apetito
Ùltimamente he perdido poco peso o no he perdido 
n ada
He perdido m âs de 2 kilos y m e d b  
He perdido m âs de 4 kilos 
He perdido m âs de 7 kilos
No estoy preocupado porm i salud m âs que lo normal 
Estoy preocupado por problemas fïsicos como dolores, 
m olestias, m ates ta rd e  estôm ago o estrenimiento 
Estoy preocupado por mis problemas fïsicos y m e 
résulta dificil pensar en algo m âs 
Estoy tan preocupado por mis problemas fïsicos que 
so y in c a p a z d e  p en sa r en cualquier otra cosa
No he otrservado ningûn cambio recbn te  en mi interés 
por el sexo
Estoy m enos interesado porel sexo que antes 
Ahora estoy  m ucho m enos interesado po re l sexo 
He perdido totalmente mi interés por el sexo
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3.2.2.I.2. Estudio del efecto de la administraciôn de N -acetilcisteina sobre la 
funcionalidad y el estrés oxidativo de leucocitos de sangre periférica en mujeres 
postm enopâusicas.
Parâmetros en estudio
Los parâmetros analizado s en este estudio fueron; En neutrôfilos de sangre 
periférica; la adherencia, la quimiotaxis, la fagocitosis, y los niveles de aniôn superôxido. En 
linfocitos; la adherencia, la quimiotaxis, la proliferaciôn inducida por PHA, y la actividad 
NK. También se estudiaron los niveles de IL-2 (en sobrenadantes de cultivo de linfocitos 
inducidos por PHA), y de TN F-a e IL-8 (en sobrenadantes de cultivo de sangre total 
estimulados con EPS). Ademâs, se valoraron los niveles de GSH en neutrôfilos, linfocitos, 
y en plasma, asi como los niveles plasmâticos de MDA.
Participantes
Todas las mujeres participantes eran espariolas de raza caucâsica e intégrantes de la 
poblaciôn de Madrid. Los criterios de inclusiôn en los grupos expérimentales del ensayo 
fueron los que a continuaciôn se detaUan: (1) ser mujer postmenopâusica mayor de 59 o de 
69 arios, (2) gozar de un buen estado de salud, definido como ausencia de patologfa o 
alteraciôn analitica relevante cHnicamente en alguno de los siguientes parâmetros: glucosa, 
urea, creatinina, alanina y aspartato transaminasas, büirrubina, fosfatasa alcaUna, 
hematocrito, hemoglobina, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media y 
recuentos de células sanguineas (plaqueras, eritrocitos, leucocitos, neutrôfilos, linfocitos, 
monocitos, eosinôfUos y basôfüos).
Los criterios de exclusiôn consistieron en patologia general severa, enfermedades 
inmunolôgicas, câncer, demencia o alteraciôn cognitiva, enfermedad respiratoria crônica, 
hipertensiôn, diabetes, esperanza de vida inferior a 1 ario, bajo nivel de colaboraciôn y 
haber tomado acetilcisteina, vitaminas o antioxidantes durante los 6 meses previo s al 
estudio.
Un grupo de mujeres de 50-69 arios fue obtenido del personal trabajador del 
Hospital CHnico San Carlos y de la Universidad Complutense de Madrid, mientras que el 
otro grupo, el de las mujeres de mâs de 69 arios, se obtuvo de las usuarias del Servicio de 
Geriatria del mismo Hospital y pertenecientes al Programa “Envejecer con éxito” . Se 
seleccionaron aleatoriamente un total de 1000 candidatas, de las cuales 600 fueron
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contactadas. De ellas, 140 aceptaron participar en el estudio, pero 90 fueron retiradas por 
los criterios de exclusion anteriormente comentados. Se calculé una muestra de 
aproximadamente 20 individuos por grupo experimental de acuerdo con las desviaciones 
estàndar de la media de los parâmetros en los grupos en estudio, un error de a=0,05, 
potencia del 80% y riesgo de abandono del 10%, que se considero mayor en las mujeres 
mayores de 69 arios que en aquéUas de 50-69. Por tanto, de las 50 mujeres restantes, se 
seleccionaron 19 de 50-69 arios y 21 de mâs de 69, de forma aleatoria. De las 40 
participantes que iniciaron el estudio en la primera visita, 4 se retiraron del mismo (1 de 50- 
69 arios y 3 de mâs de 69) y no acudieron a la segunda visita. Posteriormente, otras 2 
mujeres mayores de 69 arios decidieron abandonar el ensayo, 1 en la tercera visita y la otra 
en la cuarta. Asi, finalmente se estudiaron 18 mujeres de 50-69 arios y 16-18 mayores de 69.
Como control de edad adulta se empleô un grupo de 18 mujeres voluntarias 
comparieras de trabajo, familiares y conocidas del grupo investigador. Los criterios de 
inclusiôn fueron: (1) ser mujer de 30-49 arios de edad, (2) gozar de una buena salud. Los 
criterios de exclusiôn fueron los mismos que aqueUos para los grupos expérimentales.
Todas las participantes recibieron informaciôn detaUada acerca del objetivo del 
estudio y dieron consentimiento escrito para la utilizaciôn de sus muestras sanguineas en 
investigaciôn cientifica, siendo respetado en todo caso su derecho a la privacidad. Las 
participantes potenciales dieron su consentimiento informado antes del inicio de cualquier 
procedimiento relativo al estudio. Las entrevistas se realizaron en una habitaciôn privada 
del Departamento de Geriatria del Hospital CHnico San Carlos de Madrid por los médicos 
residentes Cesâreo Fernândez y Antonio Rodriguez. Las muestras de sangre periférica 
(tomadas por punciôn venosa) fueron recogidas a la misma hora, en el curso de cada 
entrevista cHnica, con objeto de controlar el efecto de las variaciones circadianas sobre el 
sistema inmunitario, y en tubos con citrato como anticoagulante. En los grupos 
expérimentales, las muestras sanguineas fueron tomadas antes de iniciarse la administraciôn 
de NAC, a los 2 meses del inicio de dicha administraciôn, una vez flnahzada la misma (a los 
4 meses) y 3 meses después de dicha finaHzaciôn. A los contrôles de 30-49 arios se les 
extrajo sangre una ûnica vez, y su toma de muestra de desplegô a lo largo de todo el 
estudio.
El estudio fue aprobado por el Comité Etico acreditado de Investigaciôn CHnica del 
Hospital CHnico San Carlos de Madrid y la Agenda Espariola del Medicamento. Se reaHzô 
conforme a las normas ofîciales vigentes y de acuerdo con la Asociaciôn Médica Mundial y
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los principios de la Declaraciôn de Helsinki. Un monitor de ensayos cHnicos (PHIDEA, 
S.L.) asegurô el desarroUo adecuado del estudio en los términos mencionados.
Antioxidante en estudio: N -acetilcisteina
La N-acetücisteina (NAC) es un derivado de un aminoâcido natural, la acetilcisteina, 
con un elevado grado de seguridad. El trabajo consistiô en un estudio de Fase IV con un 
principio activo de una especiaHdad farmacéutica autorizada. El antioxidante en estudio fue 
Flurml® (producido por Zam bon Group, S.p.A., ItaHa, y suministrado por Pharmazam, 
S.A., Esparia), en forma de comprimidos orales efervescentes conteniendo 600 mg de NAC 
cada uno. Flurrdl® se encuentra disponible en farmacias en Esparia sin necesidad de receta y 
es frecuentemente empleado como mucoHtico. La dosis diaria consistiô en 600 mg de NAC 
disueltos en medio vaso de agua poco antes de acostarse. La administraciôn se reaHzô por 
la noche justo antes de acostarse durante 4 meses. La correcta administraciôn fue 
comprobada en las entrevistas cHnicas correspondientes.
E ntrevistas clinicas
Se efectuaron un total de 4 visitas a los sujetos pertenecientes a los grupos 
expérimentales. La primera visita se reaHzô el dia 1 para la selecciôn final, mientras que en 
las siguientes se com probô el correcto desarroUo del estudio. La segunda visita se Uevô a 
cabo a los 2 meses de iniciada la administraciôn de NAC, la tercera, a los 4 meses (el ultimo 
dia de administraciôn del antioxidante), y la cuarta, 7 meses después de iniciarse el estudio 
(3 meses después de finaUzar la administraciôn de NAC). En cada una de eUas se reaHzô la 
extracciôn sanguinea.
En el curso de la primera entrevista cHnica se anotaron los datos demogrâficos del 
paciente y las medicaciones concomitantes utiHzadas, se reaHzô un examen fisico completo, 
se evaluaron los sintomas y los parâmetros funcionales, se dispensé el fârmaco y se expHcô 
al paciente cômo efectuar su correcta administraciôn. Algunos de estos datos demogrâficos 
asi como las fôrmulas leucocitarias se detaUan en las tablas 5-10. En las siguientes 
entrevistas se valoraron todos los cambios a esta situaciôn y los acontecimientos adversos. 
Los parâmetros generates de laboratorio: glucosa, urea, creatinina, alanina y aspartato 
transaminasas, bUirrubina, fosfatasa alcaHna, hematocrito, hemoglobina, volumen y 
hemoglobina corpuscular medios, y numéro de células sanguineas (plaqueras, eritrocitos, 
leucocitos, neutrôfilos, Hnfocitos, monocitos, esosinôfilos y basôfilos), no mostraron
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cambios de relevancia cHnica, confirmando la seguridad de Flumil®. Ünicamente se 
indicaron dos eventos adversos con probabüidad de encontrarse relacionados con el 
tratamiento, estrenimiento en una mujer de 50-69 anos y prurito de espalda en una mujer 
mayor de 69 arios. Esta ùltima decidiô abandonar el estudio y no se incluyô finalmente. 
Ambos eventos se resolvieron sin compHcaciones. Por el contrario, la mayoria de 
participantes (95% de la muestra) informé a lo largo del estudio de una sensaciôn de 
bienestar general y presencia de menos infecciones en comparaciôn con la situaciôn previa 
al tratamiento. En la segunda y tercera visita se évalué ademâs la medicaciôn que habian 
tomado las pacientes.
Tabla 5. Edad de las pacientes (anos).
Edad Media Mediana S.E.M Minimo Mâximo n
50-69 arios 54,35 52,78 0,81 51,15 63,69 19
> 70 arios 78,78 77,32 1,36 70,59 91,86 20
Tabla 6. Peso de las pacientes (Kg).
Edad Media Mediana S.E.M. Minimo Mâximo n
50-69 arios 71,15 69,00 3,32 48,00 106,00 19
> 70 arios 63,18 66,25 2,19 44,00 78,00 20
Tabla 7. Altura de las pacientes (cm).
Edad Media Mediana S.E.M. Minimo Mâximo n
50-69 arios 158,63 159,00 1,51 148,00 171,00 19
> 70 arios 151,30* 151,00 1,18 140,00 165,00 20
Tabla 8. Dieta habituai de las pacientes.
Dieta habituai
50-69 arios > 70 arios
n % n %
Mediterrânea equilibrada 18 94,74 20 100,00
Rica en âcidos grasos poliinsaturados 1 5,26 0 0,00
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Tabla 9. Tabaquismo de las pacientes
Tabaquismo
50-69 anos > 70 arios
n % n %
Fumadoras 6 31,58 1 5,00*
No fumadoras 11 57,89 18 90,00*
Exfumadoras 2 10,53 1 5,00
Tabla 10. Parâmetros générales de laboratorio de las pacientes (Formula Leucocitaria).
Media Mediana S.E.M. Minimo Mâximo n
Neutrôfilos (%)
50-69 arios 55,66 56,70 1,93 41,70 71,90 19
> 70 arios 61,27* 61,70 1,10 50,00 69,30 18
Linfocitos (%)
50-69 arios 35,59 35,20 1,64 21,90 49,80 19
> 70 arios 28,38** 28,45 1,12 20,80 38,10 18
Monocitos (%)
50-69 arios 4,87 4,80 0,29 3,20 9,20 19
> 70 arios 6,41* 6,35 0,58 2,10 12,90 18
EosinôfUos (%)
50-69 arios 1,96 1,50 0,34 0,50 6,60 19
> 70 arios 2,06 1,30 0,41 0,40 6,20 18
BasôfUos (%)
50-69 arios 0,44 0,50 0,04 0,20 0,70 19
> 70 arios 0,63 0,55 0,09 0,20 1,90 18
**P<0,01, *P<0,05 con respecto al correspondiente valor en mujeres de 50-69 anos.
3.2.2.2. M étodos en muestras humanas de sangre periférica.
3.2.2.2.I. Obtenciôn de leucocitos y plasma de sangre periférica. Recuento y 
viabüidad celular.
1) Extraction de sangre periférica: Se tomaron 9 ml de sangre de cada individuo mediante 
punciôn estéril de la vena antecubital del brazo. Todas las extracciones fueron 
reaüzadas a primera hora de la mariana, en a^ainas y en situaciôn de reposo previo.
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para evitar las variaciones circadianas y las consecuencias de la actividad fisica 
cotidiana en los niveles hormonales y en la funciôn inmunitaria. La sangre fue 
dispensada en tubos estériles con citrato sôdico (9 ml de sangre/1 ml de citrato 
sôdico) como anticoagulante. Un volumen 1,5 ml de sangre fue reservado para los 
ensayos realizados en sangre total, y mantenido a 4 °C hasta su inmediata utilizaciôn.
2) Obtenciôn delplasmcr. Se centrifugô 1 ml de la muestra de sangre periférica durante 20 min
a 1000 g. Los sobrenadantes fueron mantenidos a -20 °C hasta el momento de su 
estudio.
3) Obtenciôn de leucocitos-. Se realizô siguiendo una técnica descrita previamente (De la Fuente
y Victor, 2000). Tras la extracciôn de la sangre, y en ningun caso superândose un 
periodo de très horas (durante el cual la muestra se mantiene a 4 °C), se efectuô la 
separaciôn de las células sanguineas mediante gradiente de densidad en condiciones 
de esterilidad. Para ello, en un tubo de cristal de calibre dieciocho se ariadieron, en 
este orden, 3 ml de Histopaque de densidad 1,119, 3 ml de Histopaque de densidad 
1,077 y 6  ml de sangre, deshzàndolos suavemente por las paredes del tubo para evitar 
que se mezclen entre si. Se centrifugaron a 4 °C durante 30 min a 700 g. Asi, los 
hematies quedan en el fondo del tubo, el plasma en la parte superior, y en la zona 
intermedia aparecen dos halos de células; el superior constituido por leucocitos 
mononucleates (en su mayoria linfocitos) y el inferior por polimorfonucleares 
(PMNs; en su mayoria neutrôfilos). A continuaciôn se extrajeron cada uno de los 
halos de células con ayuda de pipeta Pasteur. Las células recién separadas se lavaron 
dos veces con PBS, centrifugândolas a 4 °C durante 10 min a 300 g. Previo al ultimo 
lavado, en caso de que el sedimento de las células estuviese contaminado por 
hematies, se provocô la destrucciôn de los mismos mediante choque hipotônico. 
Para ello, se ariadiô 1 ml de agua destilada estéril al sedimento y se centrifugô durante 
1 min a 600 g, eüminândose el sobrenadante.
4) 'Recuento celular. Una vez lavadas las suspensiones celulares, conteniendo
aproximadamente un 98% de neutrôfilos o de hnfocitos, y ehminado el 
sobrenadante, se resuspendieron en 1 ml del medio empleado posteriormente en el 
ensayo mâs restrictivo; soluciôn de Hank para los leucocitos PMNs neutrôfilos y 
medio RPMI 1640 sin rojo fenol para los mononucleates. El recuento del numéro de 
células por ml se hizo del modo descrito con anterioridad.
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5) \/iabilidad celular. La viabilidad de las células obtenidas y utilizadas en los distintos 
ensayos riie comprobada mediante el método de exclusion del colorante vital azul 
tripan, ya descrito previamente. En todos los experimentos que se Uevaron a cabo, 
solamente se urilizaron las suspensiones celulares con una viabilidad mayor del 98%.
3.2.2.2.2. Estudio de funciones inmunitarias.
Los PMNs neutrôfilos de la suspension celular obtenida de sangre periférica 
Humana se ajustaron a 10  ^PMNs neutrofilos/m l de soluciôn de Hank para llevar a cabo el 
estudio de las diferentes etapas del proceso fagocitico, a excepciôn del estudio de la 
capacidad de adherencia a endotelio, en el que se précisa la muestra de sangre compléta.
I.as suspensiones de leucocitos mononucleates obtenidas de la separaciôn por gradiente de 
densidad de la sangre total Humana, se dividieron en dos alicuotas. Una de ellas se ajuste en 
medio complete para el ensayo de respuesta proliferativa. La segunda aKcuota se ajusté en 
RPMI sin rojo fenol, para la valoracion de la quimiotaxis y la actividad citotôxica 'Natural 
Killer. La concentracion final de células para ambas fiie de 10  ^ linfocitos/ml (De la Fuente 
et al., 2008).
Mas adelante se detalla la metodologia utilizada para el estudio de cada una de las 
etapas del proceso fagocitico en los PWQSJs neutrôfilos y de las funciones mencionadas que 
se analizaron en los leucocitos mononucleates.
Cada ensayo, correspondiente a un individuo y una toma de muestra, fue realizado 
por duplicado o triplicado.
Capacidad de adherencia de lo s leucocitos
Para analizar la capacidad de adherencia al endotelio vascular de los neutrôfilos y 
linfocitos de sangre periférica Humana se utilizô el método de adherencia a fibra de nylon 
descrito por McGregor et al. (1974) y modificado posteriormente por D e la Fuente et al. 
(1997). Mediante esta técnica se mide el porcentaje de células que, en un tiempo 
determinado, se adhieren a la superficie de la fibra de nylon empaquetada en columnas; 
HecHo que reproduce in vitro la adherencia al endotelio que tiene lugar in vivo.
En la muestra de sangre compléta (sin aislamiento de las poblaciones celulares), se 
efectuô el recuento de neutrôfilos y linfocitos mediante el Hemocitômetro de Neubauer en 
microscopio de contraste de fase con el objetivo de 40 aumentos. Para ello, se tomaron 50
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[il de sangre diluida al 50% con soluciôn de Hank, y se le anadieron 950 [il de Hquido de 
Turk, que tiene la capacidad de lisar los hematies y permite diferenciar la morfologfa de los 
leucocitos PMNs y mononucleates. Los resultados se expresaron como numéro de células 
por mm^. Por otra parte, la mezcla formada por 0,5 ml de sangre total y 0,5 ml de Hank 
(sangre diluida al 50% en soluciôn de Hank) se hizo pasar por una columna de adherencia 
previamente preparada en pipeta Pasteur, dentro de la que se empaquetan, 
homogéneamente, 50 mg de lana de nylon con una altura de 1,25 cm. La pipeta se 
introdujo en un tubo de ensayo y se fijô con parafilm para que quedase perpendicular a la 
base sin tocar el vidrio. Pasados 10 min, el efluente cae en su totalidad por efecto de la 
gravedad. Se procediô entonces al recuento de neutrôfilos y linfocitos en dicho efluente, de 
forma similar a como se hizo previo al paso por la columna de adherencia.
La diferencia entre el numéro de leucocitos présentes en la mezcla inicial y en el 
efluente, después de pasar por la columna de adherencia, da el numéro de los adheridos. El 
porcentaje de neutrôfilos y linfocitos adheridos, que se expresô como Indice de Adherencia 
(lA), se calculé para cada uno de eUos segun la ecuaciôn:
IA= [ ( le u c o c i to s /m m ^ ^ ^ ^ - le u c o c i to s / / le u c o c i to s /m m ^ ^ ^ J x l  00.
C apacidad de m ovilidad inducida o quim iotaxis de los leucocitos
Se siguiô una técnica similar a la previamente descrita para los leucocitos murinos 
(De la Fuente et al., 1997). Se emplearon alicuotas de 10*^  PMNs neutrôfilos/mi de soluciôn 
de Hank o 10  ^ linfocitos/ml RPMI sin rojo fenol. En este caso, se contabilizô, al 
microscopio con objetivo de inmersiôn (lOOx), el numéro de neutrôfilos o linfocitos que 
aparecieron en 2 0  campos tomados al azar de la cara inferior del filtro empleado en la 
câmara de Boyden. El valor obtenido en dicho s recuentos es el IQ.
Capacidad de fagocitosis de los PM N s neutrôfilos
Para valorar la capacidad de ingesta de cuerpos extrados (bolas de latex) que tienen 
los neutrôfilos, se empleô la técnica descrita por De la Fuente et al. (1997) detaUada con 
anterioridad para los macrôfagos murinos. En este caso, se dispensaron en plaças MIF 
aHcuotas de 200 pi de la suspensiôn de PMNs ajustados a 10  ^ PM Ns/m l, en soluciôn de 
Hank. Los resultados se expresaron como IF, esto es, numéro de partfculas ingeridas por 
100 fagocitos tomados al azar, y EF, porcentaje de células, en las 100 contabüizadas, que 
fagocitaron al menos una particula.
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N iveles de aniôn superôxido intracelulares en los PM N s neutrôfilos
Para el estudio de la capacidad de destrucciôn del material ingerido por los PMNs 
neutrôfilos, se valoraron los niveles de aniôn superôxido (O? *). Este radical libre es el 
primero de una cadena que se produce en el estaUido respiratorio, y que conducen a la 
digestiôn del material fagocitado (Babior, 1999). Se mide gracias a la gran capacidad de este 
aniôn para reducir compuestos como el nitroazul de tetrazolio (NBT), que es converddo, 
en proporciôn equimolar, en formazân azul detectable por espectrofotometria (Bagasra et 
al., 1988).
El test de reducciôn de N BT se valorô aplicando el método descrito por Hedley- 
Currie (1978), y modificado por D e la Fuente et al. (1991; 1997; 2008) y Alvarado et al. 
(2005). En tubos de vidrio (0,5 cm de diàmetro), se dispensaron aHcuotas de 250 pl de la 
suspensiôn celular de PMNs (ajustados a 10  ^ células/ml Hank), y se anadieron 250 pl de 
NBT (1 m g/m l Hank). Seguidamente, se incorporaron 50 pl de la suspensiôn de latex al 
1% para estudiar la reducciôn del NBT en presencia de estimulo fagocitico (muestras 
estimuladas), y 50 pl de Hank para el estudio de los niveles bas aie s de aniôn superôxido 
(muestras no estimuladas). Transcurridos 60 min de incubaciôn, en bano con agitaciôn 
suave a 37°C, la reacciôn se detuvo introduciendo los tubos en hielo picado. 
Posteriormente, se centrifugaron durante 30 min a 1600g y 4°C. En el peUet résultante de la 
centrifugaciôn, se extrajo el NBT reducido udHzando 1 ml de dioxano para romper las 
células. Los tubos se agitaron vigorosamente y se centrifugaron de nuevo en las mismas 
condiciones anteriores. Se determinô las absorbancias de los sobrenadantes a 525 nm en 
espectrofotômetro empleando microcubetas de vidrio ôptico de 1 cm de paso ôptico, con 
lo que se obtiene la medida de los niveles de superôxido intracelular (parâmetro indicativo 
de la capacidad digestiva del material fagocitado). Los resultados se expresaron como 
n m o l/1 0  ^células, tras extrapolar las absorbancias en una curva patrôn, obtenida utüizando 
diûoeritrol como agente reductor del NBT.
Capacidad proliferativa de los linfocitos
Para el estudio de la respuesta proHferativa en Hnfocitos humanos de sangre 
periférica, se sembraron 10  ^ Hnfocitos/ml medio completo (RPMI 1640 con 1% 
gentamicina, 0 ,1  m g/m l, y suplementado con 1 0 % suero fetal de ternera 
descomplementarizado), en aHcuotas de 200 pl, en plaças de cultivo de 96 pociUos con 
fondo piano, siguiendo un método similar al previamente descrito para las muestras
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procedentes de raton (Del Rio et al., 1994; Carrasco et al., 1997; De la Fuente y Victor, 
2000; De la Fuente et al., 2008). En este caso, en los pociUos destinados a déterminât la 
respuesta proliferativa de los linfocitos frente a mitôgeno, se adicionaron 2 0  pl de 
fïtohemaglutinina (De la Fuente et al., 2008), a la concentracion correspondiente a una 
estimulaciôn de la repue s ta proliferativa optima (PHA, 25 pg/ml). Todos los experimentos 
se realizaron por triplicado. Los resultados se calcularon como la media aritmética de cpm 
en cada triplicado.
A ctividad citotôxica N atural K iller (N K )
Se valorô la capacidad citotôxica N K  de los leucocitos mononucleates procedentes 
de sangre periférica humana, para lo que se empleô la linea celular K562 procedente de un 
linfoma humano, que fue manipulada de forma similar a la linea YAC-1. Se siguiô una 
técnica previamente descrita (De la Fuente et al., 2008), utilizando el kit colorimétrico 
comercializado (PROMEGA) ya comentado. Los linfocitos se ajustaron a 10  ^ células/ml 
RPMI sin rojo fenol, obteniéndose en el pociUo una relaciôn efectoras;diana de 10:1. Los 
resultados se expresaron como % lisis, reaüzando los experimentos por triplicado.
3.2.2.2.3. Estudio de los niveles de citoquinas en sobrenadantes de cultivos.
Todos los sobrenadantes de cultivo destinados a la valoraciôn de los niveles de 
citoquinas fueron mantenidos a -20 °C, descongelados en frio y centrifugados 10 min a 
1000 g antes de la realizaciôn del ELISA de fase sôlida, para éliminât particulas y agregados. 
Las muestras, los estândares y los contrôles de concentraciôn conocida de citoquina se 
incorporaron a una plaça de ensayo adsorbida con un anticuerpo especifico frente a la 
citoquina humana. El principio fue similar para el anâlisis de los niveles de todas las 
citoquinas, con variaciones que se detaUan e ilustran a continuaciôn.
N iveles de IL-2 in du cidospor PHA en sobrenadantes de cultivos de linfocitos
Los niveles de IL-2 présentes en los sobrenadantes de cultivo de linfocitos de 
sangre periférica en humano, se determinô siguiendo el método descrito previamente por 
De la Fuente et al. (2008). Alicuotas de 100 pl de sobrenadante, recogidos en los pocillos de 
las plaças de cultivo de los leucocitos tras 48 horas de incubaciôn en presencia de PHA, se 
almacenaron a -20°C hasta la valoraciôn en las mismas de IL-2 mediante ELISA comercial
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(Fig. 12), cuyos componentes fueron mantenidos a 4 °C hasta el momento de realizaciôn de 
los ensayos. La técnica se ilustra brevemente a continuaciôn;
Y Y T Y
Figura 12. Sandwich ELISA  de fase solida para valoracion de IL-2 humana. 1) Anticuerpo policlonal frente a IL-2 de 
hum ano adsorbido al fond o  del pocillo. 2) Incubaciôn a T* am biente simultanea de la muestra y anticuerpo m onoclonal 
frente a IL-2 de hum ano biotinilado. Lavado. 3) Incubaciôn a T* am biente con  estreptavidina conjugada con  peroxidasa. 
Lavado. 4) Incubaciôn a T “ am biente y oscuridad con  sustrato: soluciôn de tetrametilbenzidina (TMB). 5) Soluciôn stop-. 
H 2SO 4.
N iveles de TNF-a e IL-8 inducidos p o r  LPS en sobrenadantes de cultivo de sangre 
total
En el caso del TN F-a (Fig. 13) y la IL - 8  (Fig. 14) , se utilizaron los sobrenadantes 
de cultivos de sangre total en presencia de LPS (Hernanz et al., 1996). Para eUo, 500 pl de 
la muestra de sangre periférica en citrato se diluyô 1 /2  con medio RPMI 1640 sin 
glutamina. Posteriormente, se anadieron 10 pl de gentamicina (0,1 m g/m l en tubo) y 10 pl 
de LPS (0,25 pg/m l en tubo). La mezcla se incubô durante 4 h en estufa a 37 °C con 
atmôsfera de CO 2 y humedad a saturaciôn. Finalmente, los tubos eppendorf se 
centrifugaron 10 min a 900 g para eliminar las células. Los sobrenadantes fueron 
mantenidos a -20° C hasta el momento del ensayo. Los ELISAs de fase sôlida empleados 
para la determinaciôn de estas citoquinas se ilustran brevemente a continuaciôn:
Y Y Y Y
Figura 13. Sandwich EL ISA  de fase sôlida para valoraciôn de T N F -a  hum ano. 1) Anticuerpo m onoclonal frente a T N F -a  
de hum ano adsorbido al fondo  del pocillo. 2) Incubaciôn a "T am biente simultanea de la muestra y anticuerpo 
m onoclonal frente a T N F -a  de hum ano biotinilado. Lavado. 3) Incubaciôn a T“ am biente con  estreptavidina conjugada 
con peroxidasa. Lavado. 4) Incubaciôn a T* am biente y oscuridad con  sustrato: soluciôn de tetrametilbenzidina (TMB). 5) 
Soluciôn stop-. H2SO4.
Y Y Y Y
O O A
Figura 14. Sandwich EL ISA  de fase sôlida para valoraciôn de IL - 8  humana. 1) A nticuerpo m onoclonal frente a IL- 8  de 
hum ano adsorbido al fondo  del pocillo. 2) Incubaciôn a T* am biente simultanea de la muestra y anticuerpo policlonal 
frente a IL - 8  de hum ano biotinilado. Lavado. 3) Incubaciôn a T “ am biente con  estreptavidina conjugada con  peroxidasa. 
Lavado. 4) Incubaciôn a T* am biente y oscuridad con  sustrato: soluciôn de tetrametilbenzidina (TMB). 5) Soluciôn stop-. 
H 2S O 4.
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Una vez anadida la soluciôn stop., las burbujas de aire fueron eliminadas y se midiô la 
absorbancia a 450 nm. Opcionalmente, se tomô 620 nm (610-650 nm) como longitud de 
onda de referenda para la medida de estas 3 citoquinas, IL-2, TNF-a e IL - 8  en humano. 
Los resultados se expresaron en pg/m l. A continuaciôn se indican las caracteristicas 
générales de los ELISAs:
T abla 11. Caracteristicas générales de los ELISAs empleados para la
EUSAs IL-2 1 TNF-a INS
Minime detecciôn 
(pg/m l) <10 < 8 <25
Range
(pg/m l) 31,25-1000 25-800 62,5-2000
Precision intra-ensaye
(pg/m l) l,4-4,8 3,3 0 ,6 - 2
Precision inter-ensaye
„  (pg/m l) ......................... ..
l,8-5,5 9 1,96-6,13
3.2.2.2.4. Estudio del dano oxidativo a Upidos y de los niveles de com puestos 
antioxidantes en leucocitos y plasma de sangre periférica.
Marcador de dano oxidativo a Hpidos: N iveles de m alondialdehido (MDA)
Para evaluar el dano oxidativo a los lipidos plasmâticos se valoraron los niveles de 
malondialdehido (MDA), uno de los productos finales de la peroxidaciôn lipfdica. La 
valoraciôn de MDA se Uevô a cabo mediante una técnica previamente descrita por Chirico 
et al. (1993) con ligeras modifîcaciones (Alvarez, 2006), basada en el método de sustancias 
reactivas al àcido tiobarbiturico (TBARS). El MDA tiene la capacidad de reaccionar con 2 
moléculas de àcido tiobarbiturico (TBA), dando lugar a la formaciôn de un compuesto 
coloreado rosâceo que tiene un màximo de absorciôn a 532 nm, el cual se detectô mediante 
cromatografia liquida de alta resoluciôn (HPLC).
Las muestras plasmâticas fueron centrifugadas en frio (1100 g, 10 min, 4 °C) para la 
eliminaciôn de posibles impurezas y se tomaron 1 0 0  pl de los sobrenadantes para su 
valoraciôn. Posteriormente se anadieron 150 pl de H 3PO 4 0,44M, 50 pl de TBA al 0,6 %, y 
10 pl de butühidroxitolueno (BHT) 3 mM en etanol puro. El BHT previene la 
autooxidaciôn de la muestra durante la fase de calentamiento, evitando asf la obtenciôn de 
valores de MDA anormalmente elevados (Nohl et al., 1996).
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Las muestras se agitaron y se incubaron en bano a 95°C durante 30 minutes. 
Durante esta fase de incubaciôn se produce la hidrôlisis de los lipoperôxidos, con la 
consiguiente liberaciôn del MDA. Transcurrido este tiempo, se detuvo la reacciôn con hielo 
y se anadieron 250 pl de n-butanol, con objeto de crear una fase orgânica en la que se va a 
situar la molécula de MDA. Se centrifugô la muestra a 13000 rpm en microfuga durante 5 
min a 4°C y se recogiô la fase superior (fase orgânica). Finalmente se inyectaron 50 pl del 
sobrenadante en el HPLC. Las condiciones de la mediciôn fueron las siguientes:
-Flujo; 0,4 ml/min.
-Fase môvü: 90% KHgPO^ 50 mM pH 6 , 8  /  10% metanol, previamente filtrados 
con un kitasato para eliminar impurezas, empleando para eUo filtros de 0,45 pm de 
diàmetro de poro, y burbujeados con helio comprimido durante un tiempo minimo de 30 
min previo s a la inyecciôn y de manera continua al 30%.
-X: detector a 532 nm.
-Columna: Novapack Cl 8  (15cm x 3,9mm).
Para poner a punto los canales del cromatôgrafo se empleô agua ultrapura 
previamente filtrada con un kitasato para aumentar su pureza, empleando para ello filtros 
de 0,45 pm de diàmetro de poro. También se desgasificô con helio comprimido durante un 
tiempo minimo de 30 minutos y de manera continua al 30%.
En todos los dias de experimento se inyectaron estândares de concentraciones 
conocidas, reahzândose curvas patrones diarias a partir de una soluciôn madré de MDA-bis 
(dimetil acetal) de 10 mM en K H 2PO 4 50 mM pH  6 ,8 . Con ayuda de dichas curvas, se 
calcularon los valores de dano oxidativo a Hpidos plasmâticos, que fueron expresados en 
pM M DA.
Defensas antioxidantes 
N iveles de glutation total
Como ya se ha indicado con anterioridad, el glutation es el antioxidante mâs 
potente présente en el organismo, gracias a la acciôn reductora del grupo tiol de su cistema. 
Se determinô experimentalmente el glutation total en el interior de los leucocitos PMNs 
neutrôfilos y de los mononucleares de sangre periférica, y en el plasma de los mismos 
individuo s. El glutation total se encuentra formado mayoritariamente por su forma
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reducida (GSH). La valoracion de GSH se Uevô a cabo siguiendo la técnica descrita por 
Tiezte (1969).
Para la determinaciôn del contenido en glutation total de los PMNs y linfocitos de 
sangre periférica humana, las muestras fueron ajustadas a 1 0  ^ células/ml en soluciôn de 
Hank. Las células fueron entonces centrifugadas en frio (1100 g, 10 min, 4°C) y se desechô 
el sobrenadante. Posteriormente, las células siguieron un procesamiento simUar al descrito 
detaUadamente para la valoraciôn del GSH en los leucocitos peritoneales murinos 
(Alvarado et al., 2006a; 2006b). En el caso de las muestras plasmâticas, se centrifugô en las 
mismas condiciones citadas para la eUminaciôn de posibles impurezas y se reaUzô la medida 
con los sobrenadantes, sin necesidad de procesamiento posterior. En la medida de la 
absorbancia se usaron microcubetas de vidrio ôptico de 1 cm de paso de luz conteniendo:
1) Reacciôn con muestra:
500 pl N AD PH, 70 pl DTNB, 70 pl muestra y 70 pl GR.
2) Reacciôn sin muestra:
500 pl N A DPH, 70 pl DTNB, 70 pl soluciôn de TCA y 70 pl GR.
3) Blanco:
500 pl N A D PH , 70 pl DTNB, 70 pl muestra y 70 pl soluciôn de TCA.
Se reaUzô la curva patrôn, en las mismas condiciones que las muestras, a partir de 
una soluciôn madré que contenta 16 mg de GSH en 250 ml de soluciôn de TCA de la que 
se hicieron sucesivas dduciones en tampôn fosfato con EDTA 6,3 mM. Los resultados de 
GSH fueron expresados como nmol/10^ células o pM en el caso del plasma, con ayuda de 
las siguientes ecuaciones:
-en células:
nmol G S H /10" celulas=[(ADO/min)/0,0003]x(10"/X)
siendo:
A D O /m in: A D O /m in reacciôn con muestra-AD O /  min reacciôn sin muestra.
(ADO/m in)/0,0003: pmol GSH en cubeta.
X: el numéro de células équivalente a los 70 pl de muestra valorados (1,4x10^ 
células).
-y en plasma:
pM GSH=[(ADO/min)/0,0003]x(10"/X)
siendo:
X: el volumen de plasma empleado y expresado en litros (7x10'").
185
Material y Métodos
N iveles de antioxidantes totales
Los niveles de antioxidantes plasmâticos fueron valorados mediante un kit 
comercial (Deltaclon) basado en la reducciôn del Cu^ "^  a Cu^ por la acciôn de todos los 
antioxidantes présentes. La cantidad de Cu^ es evaluada mediante la medida del complejo 
formado por Cu"^  y batocuprina (BC). Este complejo es estable y posee una absorciôn 
tipica a 480-490 nm. La precisiôn inter- e intra-ensayo tiene un coefîciente de variaciôn de 
2,2 y 4,2 %, respectivamente. Los resultados fueron expresados en unidades de capacidad 
antioxidante total (unidad/ml plasma). Una unidad de capacidad antioxidante total se 
define como el incremento en el valor de absorbancia de la reacciôn de 0 ,0 1  por minuto en 
cada ml de plasma a 37 °C.
3.2.2.2.5. Estudio de la funciôn endocrina. N iveles plasm âticos de cortisol.
Los plasmas destinados a la valoraciôn de los niveles de cortisol fueron mantenidos 
a -20 °C, descongelados en frio y centrifugados 10 min a 1000 g antes de la realizaciôn del 
ensayo. Este consistiô en un método colorimétrico comercial (Biolink) para la 
determinaciôn cuantitativa de cortisol, basado en una detecciôn inmunoenzimâtica 
competitiva. La precisiôn inter- e intra-ensayo de este método tiene un coeficiente de 
variaciôn de 3,2 y 5,8 %, respectivamente. Los valores se expresaron como ng/m l con la 
ayuda de estândares de concentraciones conocidas.
3.2.2.2.6. Anâlisis estadistico.
Los resultados se expresaron como media aritmética y error tipico de los datos 
obtenidos en cada una de las diferentes pruebas. La normalidad de los datos se comprobô 
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.
En el Estudio del efecto de la ansiedad crônicaj de la situaciôn de estrés psicosocialpor ausencia 
de hogar como modelos de envejecimiento prematuro en humanos, el anâlisis estadistico de los datos 
obtenidos se realizô mediante la “t” de Student para muestras independientes.
Para el anâlisis estadistico del Estudio del efecto de la administraciôn de N-acetilcisteina sobre 
la funcionalidad j  el estrés oxidativo de leucocitos de sangre periférica en mujeres postmenopâusicas, se 
comprobô ademâs la homogeneidad de las varianzas entre los grupo s de edad a través del 
test de Levene, para el posterior anâlisis de la varianza (ANOVA) de una via, seguido del
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test de Sidak para las comparaciones post hoc. Asi mismo, las diferencias consecuencia del 
tratamiento, en cada grupo experimental, se evaluaron mediante la “t” de Student para 
muestras dependientes.
Se considéré que no existia significaciôn si el valor de la probabilidad de 
signifîcaciôn (p) era mayor de 0,05. Una diferencia de p<0,05 se considéré como 
significativa, de p<0 ,0 1  como muy significativa y de p<0 ,0 0 1  como altamente significativa.
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4.1. M ECANISM OS D E  IN M U N O SE N E SC E N C IA  Y LONGEVIDAD.
4.1.1. Envejecim iento cronolôgico.
4.1.11. Cambios con la edad en las poblaciones, funcionalidad y estrés oxidativo de 
células peritoneales en ratones hembras IC R /G D I adultos, viejos y longevos.
4.1.1.1.1. Expresion de antigenos de diferenciacion leucocitaria CD4, CD8, CD25, 
CD19, C D llb , C D llc .
La presencia de algunos antigenos de diferenciacion leucocitaria de membrana (CD) 
expresados por las principales células inmunitarias que pueden encontrarse en el peritoneo 
de ratones, esto es, CD4, CD 8 , CD25, CD 19, C D llb  y C D llc , fue analizada por 
citometria de flujo en animales adultos maduros, viejos, muy viejos y longevos.
Adulto
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Figura 15. Expresion de CD4 en leucocitos peritoneales murinos para un raton hembra ICR/GDI adulto y 
uno viejo por citometria de flujo. A la izquierda puede observarse la muestra peritoneal en tamano (SSC-H) y 
complejidad (FSC-H). En la région marcada, de la que se descartaron las particulas de gran tamano por poder 
tratarse de complejos celulares, se analizô la fluorescencencia en FL3-H, en la que emite el fluoréforo unido 
al anticuerpo anti-CD4 empleado. Se observé la presencia de dos picos, siendo el de alta intensidad (M2) el 
que corresponde con los linfocitos T CD4.
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El porcentaje de células que expresan CD4 no varié a lo largo de la edad. Dado que 
se tomô como vâHda ùnicamente la alta expresion de este antigeno, puesto que puede ser 
expresado en baja intensidad por otras estirpes celulares como es el caso de los macrôfagos 
(Fig. 15), se puede decir que bâsicamente se indica el porcentaje de linfocitos T  CD4 o 
colaboradores (Th) (Tabla 12).
Tampoco varié significativamente a lo largo del envejecimiento el porcentaje de 
células que expresan CD8, fundamentalmente linfocitos T  citotôxicos, si bien existié una 
tendencia hacia may ore s valores en longevos que en adultos (P=0,082) (Tabla 12).
El CD25 forma parte del receptor de IL-2, pudiendo ser expresado por linfocitos T 
CD4 y CD 8  activados, T reguladores, NK, linfocitos B y macrôfagos. De este modo, no 
define una esdrpe celular, sino que indica mas bien un tipo de respuesta funcional hacia 
T h l. La edad produjo un efecto altamente significativo (P<0,001) sobre el porcentaje de 
células que expresan esta cadena alfa del receptor de IL-2, que fue mayor en el peritoneo de 
animales longevos que en el de adultos, viejos (P<0,001) y muy viejos (P<0,05) (Tabla 12).
Tabla 12. Expresion de anü'genos de diferenciacion leucocitaria CD4, CD8, CD25, CD 19, C D llb  y C D llc  
(%) en leucocitos peritoneales murinos, procedentes de ratones hembras IC R /C D l adultos maduros, viejos, 
muy viejos y longevos.
Adultos Viejos Muy Viejos Longevos
% CD4 6,29±2,75 4,22±0,88 8,3711,92 5,2611,63
% CD8 2,03±0,45 3,57±1,00 3,1810,81 4,8711,12
% CD25 11,05±2,98 6,01 ±2 ,32 '" 28,4419,84' 62,17110,69***
% CD19 51,28±10,32 40,66± 14,07 54,73112,95 73,8315,61
% C D llb 14,11±3,71 8,27±2,30' 37,44116,46 42,1719,60
% C D llc 2,32±0,76 0,59±0,15' 1,3010,48 7,2011,94
Se muestra la media ± el error estândar de 5-10 valores (9-10 adultos maduros; 5-7 viejos; 6-7 muy viejos; 6- 
10 longevos) correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos 
realizados por duplicado. ***P<0,001 con respecto al valor del grupo de edad adulta. " " f<0,001, •P<0,05 
con respecto al valor del grupo de edad adulta.
No se observaron cambios significatives con la edad en el porcentaje de células que 
expresan CD19, especifico de linfocitos B (Tabla 12).
Con respecto a la cantidad relativa de células que expresan C D llb , 
fundamentalmente macrôfagos, se observé un efecto significativo de la edad (P<0,05), de
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modo que los animales longevos tendieron hacia mayores valores que los adultos 
(P=0,077), tendencia que se hizo significativa con respecto a los viejos (P<0,05) (Tabla 12).
Por ûltimo, el porcentaje de células dendriticas, determinado mediante la expresion 
del antigeno de diferenciacion leucocitaria C D llc, también varié con la edad (P<0,01). Los 
animales viejos mostraron menores valores que los longevos (P<0,05), y esa misma 
tendencia tuvieron los muy viejos con respecto a éstos (P=0,059). N o se observaron 
cambios significativos entre adultos y longevos (Tabla 12).
4.I.I.I.2. Capacidad funcional de los leucocitos.
M acrôfagos: Quim iotaxis, fagocitosis y  niveles de RO S intracelulares
Se observé un efecto general de la edad disminuyendo las capacidades quimiotâctica 
y fagocitica (P<0,001) de los macrôfagos peritoneales murinos, asi como la estimulaciôn de 
los niveles de ROS intracelulares en los leucocitos de dicha localizaciôn (P<0,05) (Fig. 16).
La quimiotaxis de macrôfagos (Fig. 16A) fue similar en individuos viejos 
(I.Q.=471±24) con respecto a los adultos (l.Q.=498±25), si bien disminuyô muy 
significativamente (P<0,001) en los muy viejos (I.Q.=308±13). Por otra parte, los longevos 
(I.Q.==593±18) presentaron mayor (P<0,05) indice quimiotactico que los adultos.
En cuanto a la fagocitosis, medida como indice (Fig. 16B) y eficacia fagocitica 
(Fig. 16C), se observé una disminucién muy significativa (P<0,001) de esta funciôn en 
viejos (I.F.=417±36 y E.F.=66±2) y mâs aün en muy viejos (I.F.=307±28 y E.F.=56±3) 
en relaciôn a los adultos (I.F.=^624±24 y E.F.=82±2). N o obstante, los individuos longevos 
mantuvieron una funciôn fagocitica preservada (I.F.=628±25 y E.F.=76±3), similar a la de 
adultos.
Por ûltimo, el porcentaje de estimulaciôn de los niveles de ROS intracelulares en 
presencia de PMA (Fig. 16D) mostrô una tendencia a la disminucién tanto en viejos 
(131±6 %) como en muy viejos (131+12 %) en relaciôn a los adultos (158±7), que sôlo fue 
significativa en la edad longeva (124+7 %) (P<0,05).
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Figura 16. Indice de quimiotaxis (niimero de macrôfagos) (A), indice de fagocitosis (numéro de bolas de 
latex/100 macrôfagos) (B) y eficacia de fagocitosis (numéro de macrôfagos fagocfticos/100 macrôfagos) (C) 
de macrôfagos peritoneales murinos, y niveles de ROS intracelulares en presencia de PMA (% estimulo) (D) 
en leucocitos peritoneales murinos, de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. 
Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, *P<0,05 con 
respecto al valor del grupo de edad adulta.
Linfocitos: Quim iotaxis, proliferaciôn y  actividad N K
Con respecto a la capacidad quimiotâctica de los linfocitos peritoneales 
murinos, se observé un efecto general de la edad disminuyéndola (P<0,001) (Fig. 17). Asi, 
esta funciôn apareciô disminuida (P<0,001) en individuos viejos (I.Q.=319±24) y en los 
muy viejos (I.Q.=493±35) con respecto a los adultos (I.Q.=791±39). Los longevos
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mostraron un indice de quimiotaxis de linfocitos preservado (I.Q.—824+30), similar al de 
adultos.
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Figura 17. Indice de quimiotaxis de linfocitos peritoneales murinos (numéro de células) de ratones hembras 
IC R /C Dl adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ±  el error estândar de 7- 
14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos 
realizados por duplicado. ***P<0,001 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
En relaciôn a la proliferaciôn, no existiô efecto de la edad a nivel basai, mientras 
que si se dio un efecto altamente significativo de esta sobre la Hnfoproliferaciôn estimulada 
por los mitôgeno s LPS, especifico de linfocitos B, y ConA, especifico de linfocitos T  
(P<0,001) (Fig. 18).
En los cultivos basales, los viejos (1071+28 cpm), los muy viejos (1383+271 cpm) y 
los longevos (1639+190 cpm) mostraron valores similares a los de los adultos (1267±129 
cpm), si bien se observé una tendencia hacia menores valores en viejos que en longevos. 
Los longevos (3815± 182 cpm) tuvieron una menor (P<0,01) proliferaciôn en respuesta al 
mitôgeno LPS con respecto a los adultos (4581 ±100 cpm), que fue aün mâs baja (P<0,001) 
en viejos (2809±217 cpm) y en muy viejos (3131+91 cpm). En presencia de ConA, los 
viejos (1872±92 cpm) mostraron una menor (P<0,001) Hnfoproliferaciôn en relaciôn a los 
adultos (3111+136 cpm), mientras que muy viejos (2847±33 cpm) y longevos (3448±113 
cpm) tuvieron valores mâs similares a los de dichos adultos. N o obstante, la proHferaciôn 
en respuesta a ConA de los Hnfocitos de los muy viejos fue menor (P<0,01) que la de los 
Hnfocitos procedentes de los individuos longevos.
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Figura 18. Proliferaciôn (cuentas por minuto) de linfocitos peritoneales murinos no estimulados (basai) y 
estimulados con lipopolisacârido (LPS) y concanavaUna A (ConA), procedentes de ratones hembras 
ICR/CDl adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7- 
14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos 
realizados por triplicado. ***P<0,001, **P<0,01 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
En lo que respecta a la actividad N K  de los leucocitos peritoneales murinos a lo 
largo de la edad, se observé un efecto altamente significativo de esta disminuyéndola 
(P<0,001) (Fig. 19). Asf, existié una tendencia a la disminucién de dicha funcién en 
individuos viejos (% lisis=39±24), que se hizo significativa (P<0,05) en los muy viejos (% 
lisis=35±3) con respecto a los adultos (% lisis=47±2). Los longevos mantuvieron la 
actividad citotôxica a niveles similares a los de los individuos adultos (% lisis=54±4).
ACTIVIDAD NK
60
50
40
S
20
10
n  Adultos maduros (14) 
H  Viejos (7)
^  Muy viejos (7)
O  Longevos (10)
Figura 19. Actividad Natural Killer (NK) (% Hsis) de leucocitos peritoneales murinos de ratones hembras 
ICR/CDl adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7- 
14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos 
realizados por triplicado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
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Citoquinas fcgnladoras y factores de crccimiento
La edad produjo un efecto altamente significativo (P<0,001) sobre los niveles 
basales de IL-5 e IL-17, y muy significativo (P<0,01) sobre los de IL-2 e IL-9. Los niveles 
de V EG F (P<0,001) y de IL-17 (P<0,05) en respuesta a LPS se vieron afectados en 
funciôn de la edad, mientras que ante el estimulo ConA lo fueron los de IL-2, GM-CSF 
(P<0,001) e IL-5 (P<0,05) (Fig. 20). En general, los longevos presentaron niveles mâs 
parecidos a los de adultos en todas las citoquinas que los viejos y los muy viejos.
N o existieron diferencias significativas en los niveles basales de IL-2 (Tabla 13 y 
Fig. 20A) en viejos y muy viejos con respecto a los adultos, pero los longevos mostraron 
mayores (P<0,01) valores de esta citoquina en condiciôn basai. Con respecto a la respuesta 
ante LPS, viejos, muy viejos y longevos presentaron niveles similares de IL-2 a los de los 
adultos, si bien existiô una tendencia a la disminucién en viejos. Los niveles de IL-2 en los 
sobrenadantes de cultivo de leucocitos estimulados con ConA fueron menores (P<0,001) 
en viejos y muy viejos que en adultos, mientras que los longevos mostraron valores 
mayores (P<0,05) a los de éstos. Ademâs, los niveles de IL-2 en sobrenadantes de cultivos 
de leucocitos peritoneales en presencia de ConA fueron determinado s, no sôlo a través de 
luminometria, sino también mediante ELISA, que corroboré bâsicamente los resultados 
descritos con anterioridad. Asf, viejos (25,52±5,55 pg/m l) y muy viejos (37,49+6,33 pg/ml) 
mostraron valores menores (P<0,001) de esta citoquina que los adultos (120,00+9,15 
pg/m l), mientras que los longevos (157,14+7,02 pg/m l) tuvieron niveles mâs elevados 
(P<0,01).
Los muy viejos mostraron menores (P<0,001) niveles de IL-5 (Tabla 13 y Fig. 20B) 
en condiciones basales que los adultos, mientras que viejos y longevos presentaron valores 
mâs preservados. Estas diferencias desaparecieron en respuesta a LPS, de forma que viejos, 
muy viejos y longevos tuvieron niveles similares a los présentes en los adultos, si bien 
siguiô existiendo una tendencia hacia valores menores en muy viejos. En presencia de 
ConA, los muy viejos mostraron de nuevo valores menores (P<0,05) que los adultos. Esa 
misma tendencia se observé en los viejos, pero de nuevo los longevos presentaron niveles 
conservados.
Los longevos tuvieron mayores (P<0,01) niveles de IL-9 (Tabla 13 y Fig. 20C) en 
condiciôn basai que los adultos, mientras que viejos y muy viejos mostraron niveles 
similares a éstos. En los sobrenadantes de cultivo de leucocitos en presencia de los
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Tabla 13. Niveles de IL-2 (A), IL-5 (B), IL-9 (C), IL-17 (D), GM-CSF (E) y VEGF (F) (pg/ml) en 
sobrenadantes de cultivo de leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con 
lipopolisacârido (LPS) y concanavalina A (ConA), procedentes de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos.
(pg/ml) Adultos Viejos Muy viejos Longevos
IL-2
Basai 1,13±0,30 0,74±0,26 1,92±0,34 2,68±0,39
LPS 1,39±0,19 0,79±0,12 1,07±0,22 1,44±0,21
ConA 96,71 ±8,92 12,82±2,32 21,85±4,27 137,57±10,99
IL-5
Basai 2,37±0,19 1,77±0,34 0,86±0,30 1,89±0,2
LPS 2,23±0,23 2,34±0,24 1,32±0,45 2,15±0,25
ConA 12,96±2,65 5,52±1,11 3,63±1,17 9,05±1,90
IL-9
Basai 13,55±2,16 13,43±2,67 14,21 ±2,30 24,17±2,64
LPS 21,11 ±2,41 19,92±1,59 19,19±4,62 24,55±2,16
ConA 12,33±1,28 13,82±2,73 16,70±3,06 13,05±1,62
IL-17
Basai 35,63±2,47 21,08±0,54 13,87±2,16 22,59±3,38
LPS 198,43±29,32 85,44±23,53 130,00±32,60 207,05±22,18
ConA 175,94±28,10 103,57±22,46 132,80±36,25 212,82±30,89
GM-CSF
Basai 8,53±0,83 12,55±2,62 9,87±2,07 9,82±1,88
LPS 12,87±1,04 13,58±2,03 12,88±1,82 14,13±2,71
ConA 27,25±3,20 14,67±3,57 35,86±7,07 60,83±10,14
VEGF
Basai 18,08±2,10 19,05±2,41 23,45±3,75 13,14±2,97
LPS 24,38±2,37 21,91±1,58 42,86±4,98 25,58±1,96
ConA 24,01 ±2,76 16,36±1,77 21,59±3,50 27,32±3,45
Se muestra la media ±  el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
198
Resultados
i, 2
IL-2
(Basai)
n
ltx>
IL-2
(ConA)
(Basai)
IL-5
(LPS)
IL-5
(ConA)
IL-9
(Basai)
IL-17
(Basai)
IL-9
(LPS)
IL-17
(LPS)
l
-a I»
250 
200 
_  IS O  
“ • 100
IL-9
(ConA)
1
IL-17
(ConA)
IZl Adultos maduros (14) 
Q  Viejos (7)
S  Muy viejos (7)
Q  Longevos(10)
GM -CSF
(Basai)
■a, 10
VEGF
(Basai)
i, 10
GM-CSF
(LPS)
VEGF
■â 20
GM-CSF
(ConA)
S
VTCF
(ConA)
Figura 20. Niveles de IL-2 (A), IL-5 (B), IL-9 (C), IL-17 (D), GM-CSF (E) y VEGF (F) (pg/ml) en 
sobrenadantes de culdvo de leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con 
lipopolisacârido (LPS) y concanavalina A (ConA), procedentes de ratones hembras ICR/CDl adultos, viejos, 
muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores 
correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por 
duplicado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
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esûmulos LPS y ConA, no se observaron diferencias a lo largo de la edad en los niveles de 
IL-9, respondiendo viejos, muy viejos y longevos con valores similares a los de los adultos.
Los niveles basales de IL-17 (Tabla 13 y Fig. 20D) fueron menores en viejos y 
longevos (P<0,01), y aün mâs bajos en muy viejos (P<0,001), con respecto a los adultos. 
Los viejos respondieron al LPS con niveles mâs bajos que los de los adultos (P<0,05), 
mientras que los muy viejos mostraron una respuesta mâs preservada con tendencia a la 
baja. Los longevos mantuvieron los niveles de IL-17 en presencia de LPS al nivel de los 
adultos. N o se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de 
esta citoquina en presencia de ConA en viejos, muy viejos y longevos con respecto a los 
adultos si bien el perfil fue similar al encontrado en respuesta a LPS. Con respecto al GM- 
CSF (Tabla 13 y Fig. 20E), no se encontraron diferencias significativas entre los valores de 
este factor de crecimiento en los sobrenadantes de cultivos basales o estimulados con LPS 
en viejos, muy viejos y longevos con respecto a los adultos. No obstante, en presencia de 
ConA, los longevos mostraron valores mayores que los adultos (P<0,05), observândose esa 
misma tendencia en muy viejos y contraria, es decir, hacia niveles mâs bajos en viejos.
Finalmente, el VEGF (Tabla 13 y Fig. 20D) no cambiô a nivel basai ni en presencia 
de ConA entre viejos, muy viejos y longevos en relaciôn a los adultos. No obstante, muy 
viejos y longevos mostraron tendencias contrarias en estado basai, a la alza y a la baja, 
respectivamente. En respuesta a LPS, los viejos mostraron valores mâs elevados (P<0,001) 
que los de los adultos, mientras que viejos y longevos presentaron niveles preservados de 
este factor de crecimiento.
4.I.I.I.3. Estrés oxidativo e inflamatorio en los leucocitos.
Marcadores de oxidaciôn e inflamaciôn  
•  N iveles de glutation oxidado
Se observé un efecto general de la edad aumentando el contenido en glutation 
oxidado (GSSG) intracelular de leucocitos peritoneales murinos (P<0,01) (Fig. 21). Los 
valores de GSSG en leucocitos de viejos (7,27±0,68 xlO'^ n m o l/1 O'" leucocitos) aumentaron 
significativamente (P<0,05) con respecto a los adultos (5,30±0,22 xlO  ^ n m o l/10^  
leucocitos). Esta misma tendencia mostraron los muy viejos (6,24+0,66 xlO'^ n m o l/10^
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leucocitos), mientras que los niveles de GSSG aparecieron preservados en los leucocitos de 
los longevos (4,58+0,49 n m o l/10  ^xlO'^ leucocitos).
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Figura 21. Valores de glutation oxidado (GSSG) (nmol/lO*’ leucocitos xlO' )^ en leucocitos peritoneales 
murinos de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la 
media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada 
valor la media de ensayos realizados por duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
•  A ctividad xantina oxidasa
La figura 22 muestra los cambios con la edad en la actividad de la enzima xantina 
oxidasa (XO) de los leucocitos peritoneales murinos. Se observé un efecto general de la 
edad sobre dicha actividad (P<0,001). Asi, la actividad XO aumentô muy significativamente 
(P<0,01) en los leucocitos de viejos (1,65+0,12 m U /m g proteina) con respecto a esas 
células de adultos (1,26±0,05 m U /m g proteina). La misma tendencia se observé en los 
muy viejos (1,52+0,1 m U /m g proteina), a pesar de que en ello s la diferencia no llegé a ser 
estadisticamente significativa. Los longevos mostraron una actividad enzimatica mas 
preservada, apreciândose incluso cierta tendencia hacia niveles mâs bajos que en los adultos 
(1,03±0,05 m U /m g proteina).
•  A ctivaciôn del factor nuclear x  B
La figura 23 muestra los cambios con la edad en la activacién del factor nuclear k  B 
(NFkB) en los extractos nucleares de leucocitos peritoneales murinos. Se observé un efecto 
general altamente significativo de la edad sobre la activacién de dicho factor de 
transcripcién (P<0,001). De este modo, aumenté (P<0,001) en los leucocitos de viejos 
(2533+156 unidades arbitrarias de densitometrado, UAD) y lo hizo aün mâs en las células
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Figura 22. Actividad xantina oxidasa (XO) (mU/mg proteina) en leucocitos peritoneales murinos de ratones 
hembras ICR/CDl adultos, \nejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por duplicado. **P<0,01 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
inmunitarias de los muy viejos (4231 ±246 UAD) con respecto a los adultos (881 ±244 
UAD). Los longevos mostraron una activaciôn de N F kB mas controlada, presentando 
valores similares a los de adultos (1306±402 UAD).
Cabe destacar que ùnicamente un animal de los diez viejos y otro de los diez muy 
viejos en los que se habi'a estudiado la activaciôn nuclear leucocitaria del N FkB alcanzaron 
finalmente la longevidad (138 y 132 semanas, respectivamente), y de modo interesante 
estos dos ratones fueron los ùnicos de sus grupo s de edad que habian mostrado una 
activaciôn controlada del N F kB en sus leucocitos (Fig. 23).
•  Expresion de membrana de receptores Toll 2 y  4
La expresiôn de receptores ToU 2 (TLR2) y ToU 4 (TLR4) en membrana fue 
determinada en las poblaciones celulares peritoneales que expresan CD4+, CD 8 +, CD19+, 
CD25+, C D llb-h  y C D llc + , mediante citometria de flujo.
Con respecto al TLR 2 en  linfocitos T , se observô un efecto general de la edad 
(P<0,05) en el porcentaje de células CD4+-TLR2+, que fue mayor (P<0,05) en el 
peritoneo de los muy viejos (59,06±12,87 %) que en el de adultos (31,47±3,41 %), y 
también que en el de viejos (32,34±3,10 %). Los longevos mostraron una cantidad relativa 
de células CD4+ positivas para TLR2 preservada (39,82±2,37 %) (Fig. 24A). Un patrôn
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Figura 23. Actdvaciôn del factor de transcripciôn NFkB (unidades arbitrarias de densitometxado) en extractos 
nucleates (15 pg protei'na) de leucocitos peritoneales murines de ratones hembras IC R /C D l adultes, viejes, 
muy viejes y lengeves. Izq.: Ejemples de EMSAs ebtenides. Les sujetes cerrespendientes a las bandas 
marcadas cen fléchas fueren les unices de sus grupes de edad que alcanzaren finaknente la lengevidad 
extrema. A, adultes madures; V, viejes; MV, muy viejes; L, lengeves. Dcha.: Densitemetrade. Cada celumna 
représenta la media ±  el errer estândar de 10 valeres cerrespendientes a ese misme nùmere de sujetes y 
siende cada valer la media de ensayes reakzades per dupHcade. ***P<0,001 cen respecte al valer del grupe 
de edad adulta.
similar mostro la poblacion relativa de células C D 8 + positiva para TLR2, sobre la que se 
observé también efecto global del envejecimiento (P<0,05). Asi, los muy viejos 
(56,36±4,34 %) tuvieron mayores (P<0,05) valores que los adultos (37,20+3,65 %) y que 
los viejos (32,70+5,37 %), mostrando los longevos porcentajes preservados (42,75+5,59 %) 
(Fig. 24B).
Con respecto al TLR4 en  linfocitos T , se observé un efecto general de la edad 
(P<0,05) en el porcentaje de células CD4+-TLR4+, que fue mayor (P<0,05) en el 
peritoneo de los muy viejos (44,59±4,11 %) que en el de adultos (26,41 ±4,15 %), y también 
que en el de viejos (26,70+2,45 %). Los longevos mostraron una cantidad relativa de 
células CD4+ positivas para TLR4 preservada (29,65+3,81 %) (Fig. 25A). No se 
observaron cambios significativos en la poblacién relativa de células C D 8 + positiva para 
TLR4 a lo largo de la edad, de forma que adultos (37,99±4,24 %), viejos (30,85±4,17 %), 
muy viejos (47,49±5,81 %) y longevos (44,78+4,27 %) mostraron porcentajes similares 
(Fig. 25B).
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Figura 24. Porcentaje de células CD4 y CD8 que expresan el receptor Toll 2 (TLR2) en membrana (% 
TLR2+) en la poblacién total de células CD4 (A) y CDS (B), respectivamente, del peritoneo de ratones 
hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy vnejos y longevos. Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 7-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por dupHcado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
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Figura 25. Porcentaje de células CD4 y CD8 que expresan el receptor Toll 4 (TLR4) en membrana (% 
TLR4-f) en la poblacién total de células CD4 (A) y CD8 (B), respectivamente, del peritoneo de ratones 
hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ±  el error 
estândar de 7-10 valores correspondientes a ese mismo ntimero de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por dupHcado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
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Tampoco se observaron cambios con la edad en la poblacion relativa de células 
CD25 positivas para TLR2. De esta forma, adultos (75,88±3,44 %), viejos (78,33±5,43 
%), muy viejos (85,78+5,47 %) y longevos (83,39+5,00 %) tuvieron porcentajes similares 
de células CD25+-TLR2+ (Fig. 26A). Con respecto al TLR2 en linfocitos B o G D I9 (Fig. 
26B), se observé un efecto general de la edad (P<0,05) en el porcentaje de células CD19+- 
TLR2+, que fiie mayor (P<0,05) en el peritoneo de los longevos (79,22±9,75 %) que en el 
de adultos (41,38+8,98 %). Los viejos (66,83+7,54 %) y muy viejos (54,14+9,02 %) no 
mostraron cambios significativos en la cantidad relativa de células G D I9+ positivas para 
TLR2 respecto a adultos (Fig. 26B).
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Figura 26. Porcentaje de células CD25 y CD19 que expresan el receptor Toll 2 (TLR2) en membrana (% 
TLR2+) en la poblacién total de células CD25 (A) y CD19 (B), respectivamente, del peritoneo de ratones 
hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ±  el error 
estândar de 5-9 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por dupHcado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
Un patron similar al anteriormente descrito se observé para el porcentaje de células 
GD25 y G D I9 positivas para TLR4. No se apreciaron cambios con la edad en la poblacién 
relativa de células CD25 positivas para TLR4. De nuevo, adultos (47,61 ±7,58 %), viejos 
(43,03+6,82 %), muy viejos (41,86+9,07 %) y longevos (61,45+6,92 %) tuvieron 
porcentajes similares de células GD25+-TLR4+ (Fig. 27A). Gon respecto al TLR4 en 
linfocitos B (Fig. 27B), se observé, al igual que con TLR2, un efecto general de la edad
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(P<0,01) en el porcentaje de células CD19+-TLR4+, que fue mayor en el peritoneo de los 
longevos (64,63± 13,91 %) que en el de adultos (18,32±7,02 %, P<0,01), viejos (16,72±7,63 
%, P<0,05) y muy viejos (18,50±7,45 %, P<0,05) (Fig. 27B).
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Figura 27. Porcentaje de células CD25 y CD19 que expresan el receptor Toll 4 (TLR4) en membrana (% 
TLR4+) en la poblacion total de células CD25 (A) y CD19 (B), respectivamente, del peritoneo de ratones 
hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 5-9 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por duplicado. **P<0,0\ con respecto al valor del grupo de edad adulta.
En relaciôn al TLR2 en macrôfagos, se observé un efecto general muy 
significaüvo del envejecimiento (P<0,01) en el porcentaje de células C D llb+ -T L R 2+ , que 
fue mayor en el peritoneo de los muy viejos (87,45±4,86 %, P<0,05) y también en el de 
longevos (87,40+3,27 %, P<0,01), con respecto a los adultos (68,64+4,96 %). Los viejos 
mostraron una cantidad relativa de células C D llb +  positivas para TLR2 (82,40+2,96 %) 
mas similares a éstos (Fig. 28A). La edad también tuvo un efecto global sobre la poblacion 
relativa de células dendriticas positiva para TLR2 (P<0,05). Los muy viejos (95,44±1,22 
%) tuvieron mayores (P<0,05) valores que los viejos (76,68±3,99 %), y esa misma 
tendencia (P=0,088) mostraron con respecto a los adultos (81,28+4,80 %). En longevos se 
observaron porcentajes mas preservados (90,82±3,88 %) (Fig. 28B).
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Figura 28. Porcentaje de células C D llb  y C D llc  que expresan el receptor Toll 2 (TLR2) en membrana (% 
TLR24-) en la poblacion total de células C D llb  (A) y C D llc  (B), respectivamente, del peritoneo de ratones 
hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 5-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por duplicado. **P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
En cuanto al TLR4 en macrôfagos, de nuevo, como sucediô con TLR2, se 
observé un efecto general muy significativo del envejecimiento (P<0,01) en el porcentaje 
de células C D llb+ -T L R 4+ , que fue mayor en el peritoneo de los longevos (53,80+4,69 %) 
con respecto a adultos (35,50+2,30 %, P<0,01) y viejos (35,35±4,59 %, P<0,05). Los muy 
viejos mostraron una cantidad relativa de células C D llb +  positivas para TLR4 (46,45+5,15 
%) mas similares a éstos (Fig. 29A). No se observaron cambios en la poblacién relativa de 
células dendriticas positiva para TLR4 a lo largo de la edad. De esta forma, adultos 
(71,01 ±4,12 %), viejos (66,42±6,19 %), muy viejos (80,65+5,58 %) y longevos (78,47±5,09 
%) tuvieron porcentajes similares de células C D llc+-T L R 4+ (Fig. 29B).
•  Citoquinas proinûam atorias y  quim ioquinas
En la figura 30 se muestran los niveles de citoquinas proinflamatorias IL-1 a /  p, 
IL-3 e IL-6, mientras que en la figura 31 pueden observarse los resultados correspondientes 
a los valores de citoquinas proinflamatorias IL-12 p40 /  p70, IFN-y y TNF-a, en los 
sobrenadantes de cultivo de leucocitos peritoneales murinos no estimulados, y estimulados 
con LPS y ConA.
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Figura 29. Porcentaje de células C D llb  y C D llc  que expresan el receptor ToU 4 (TLR4) en membrana (% 
TLR4+) en la poblacién total de células C D llb  (A) y C D llc  (B), respectivamente, del peritoneo de ratones 
hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ±  el error 
estândar de 5-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por duplicado. **P<0,01 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
La edad produjo un efecto general en los niveles basales de todas ellas (P<0,001 
para IL-1{3, IL-6, IFN-y, TNF-a; P<0,01 para IL -la , IL-3, IL-12 p40; P<0,QS para IL-12 
p70). También, la edad tuvo un efecto general sobre los niveles estimulados en presencia de 
LPS (P<0,001 para IL-12 p40, IFN-y, TNF-a; P<0,01 para IL-la, IL-6; P<0,05 para IL-1(3) 
o de ConA (P<0,001 para IL -la, IL-1(3, IL-12 p40, IFN-y, TNF-a; P<0,01 para IL-3; 
P<0,05 para IL-6, IL-12 p70) de la mayoria de estas citoquinas proinflamatorias. Sin 
embargo, no todas eUas se vieron afectadas en dichos casos, ni lo hicieron del mismo modo 
o magnitud. En general, se observé que los longevos mostraron niveles mas similares a los 
de los adultos que viejos y muy viejos.
Con respecto a la IL -la  (Tabla 14 y Fig. 30A) en los sobrenadantes de cultivo de 
leucocitos en condiciones basales, se observé una tendencia hacia valores menores en 
viejos y sin embargo aumentados en muy viejos en relacién a los adultos, diferencia que se 
hizo significativa en presencia de estimulo. Asi, los sobrenadantes de cultivo de leucocitos 
de ratones muy viejos estimulados con LPS mostraron mayores (P<0,01) niveles de IL-a 
que los de los adultos. N o obstante, en este caso sélo se aprecié también una tendencia 
hacia la disminucién en viejos. Con ConA, los niveles de IL -la  fueron menores en viejos y
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mayores en muy viejos (P<0,05) con respecto a los adultos. Los longevos mostraron 
niveles de IL -la  mas proximo s a los de los adultos en todos los casos.
La IL -ip  (Tabla 14 y Fig. 30B) se vio aumentada (P<0,001) en condiciones basales 
en viejos y muy viejos con respecto a los adultos. También en presencia de LPS, ambos 
vie os y muy viejos mostraron mayores (P<0,05) niveles de IL-1(3 que los adultos. No 
obstante, en presencia de ConA, solo los muy viejos y no los viejos presentaron mayores 
(P<0,05) niveles de esta citoquina que los adultos. Los longevos mostraron niveles 
similares de IL -ip  a los de los adultos en todas las condiciones expérimentales estudiadas.
Tabla 14. Niveles de IL -la (A), IL-ip (B), IL-3 (G) e IL-6 (D) (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo de 
leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopoHsacârido (LPS) y
(pg/m l) Adultos Viejos Muy viejos Longevos
IL-la
Basai 30,95±3,37 18,4312,98 43,1316,53 26,7914,14
LPS 121,8± 14,67 97,69116,53 194,38113,13 127,83113,44
ConA 52,94±8,78 25,7611,44 108,85113,20 56,34110,76
IL-ip
Basai 96,98±3,31 139,3017,49 131,0216,50 100,2715,94
LPS 187,36±10,16 237,32110,51 236,87112,13 217,64115,58
ConA 64,98110,89 33,5015,16 122,54113,40 61,13111,24
IL-3
Basai 1,4910,20 1,3210,30 2,8410,41 1,5410,24
LPS 2,1410,25 1,8210,14 2,0810,36 2,4810,42
ConA 7,8511,24 2,3610,26 3^^10,68 7,8110,96
IL-6
Basai 403,34123,27 668,34157,79 536,74150,38 438,30130,66
LPS 1591,06182,69 1087,031128,72 1097,951145,96 1344,03170,78
ConA 912,461121,22 508,90163,89 647,67170,58 955,141112,68
Se muestra la media ±  el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
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Figura 30. Niveles de IL-la (A), IL-1[3 (B), IL-3 (C) e IL-6 (D) (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo de 
leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopoHsacârido (LPS) y 
concanavaHna A (ConA), procedentes de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. 
Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos reaHzados por dupHcado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 
con respecto al valor del grupo de edad adulta.
En relaciôn a la IL-3 (Tabla 14 y Fig. 30C), se observaron mayores (P<0,01) niveles 
de esta citoquina en condiciones basales en los muy viejos con respecto a los adultos. Los 
viejos y los longevos mostraron niveles similares a éstos. N o hubo cambios con la edad con 
respecto a la etapa adulta en los niveles de IL-3 en presencia de LPS, de forma que viejos,
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muy viejos y longevos presentaron niveles similares a los de los adultos. Sin embargo, tanto 
viejos como muy viejos mostraron menores valores de IL-3 con ConA (P<0,01 y P<0,05, 
respectivamente) que los adultos. D e nuevo, los longevos tuvieron similares a éstos.
La IL-6 (Tabla 14 y Fig. 30D) basai fue mayor (P<0,001) en viejos que en adultos. 
Esta misma tendencia se observé en los muy viejos, aunque en ellos no Uegô a ser 
significativa. Sin embargo, en presencia de LPS, tanto viejos como muy viejos mostraron 
menores (P<0,01) niveles de esta citoquina que los adultos. Algo similar sucediô en 
presencia de ConA, dado que los viejos tuvieron valores menores (P<0,05) de IL-6 que los 
adultos, y los muy viejos mostraron la misma tendencia que aquéllos, que en su caso no fue 
significativa. En los longevos, se observaron niveles de IL-6 similares a los de los adultos 
para las très condiciones expérimentales estudiadas.
La subunidad p40 de la IL-12 (Tabla 15 y Fig. 31 A) mostrô mayores niveles en los 
longevos que en los adultos, tanto en estado basai (P<0,05) como en presencia de los 
estimulos LPS (P<0,05) y ConA (P<0,01). N o se observaron cambios estadisticamente 
significativos con respecto a la etapa adulta para ninguna de las très condiciones 
expérimentales estudiadas ni en viejos ni en muy viejos. N o obstante, los valores del 
receptor soluble de la IL-12 tendieron a ser mas bajos en la vejez que en la etapa adulta, de 
forma que la IL-12 p40 pareciô seguir un remodelado opuesto en viejos y muy viejos con 
respecto a los longevos. De este modo, las diferencias fueron mayores al comparar los 
viejos con los longevos en presencia de ConA (P<0,001) o los muy viejos con los longevos 
tanto en estado basai (P<0,01) como en respuesta a LPS (P<0,001), que las observadas en 
la comparaciôn de adultos y longevos.
Con respecto al heterodfmero p70 que forma la IL-12 activa (Tabla 15 y Fig. 
31B), se observé un aumento (P<0,05) de sus niveles en condiciones basales en viejos con 
respecto a los adultos. Los individuos muy viejos y los longevos presentaron niveles 
similares a los de éstos. Viejos, muy viejos y longevos mostraron niveles similares de IL-12 
p70 en los sobrenadantes de cultivo de leucocitos peritoneales en presencia de LPS a los de 
los adultos. En el caso del estimulo ConA, se observé un perfil contrario a la condicién 
basai, de forma que los viejos presentaron valores menores (P<0,05) que los adultos. N o 
obstante, muy viejos y longevos mostraron de nuevo niveles similares a los de éstos.
El IFN -y (Tabla 15 y Fig. 31 C) se vio aumentado (P<0,05) en condiciones basales 
en los muy viejos con respecto a los adultos, mostrando viejos y longevos niveles 
preservados. Con el estimulo LPS, los viejos presentaron menores (P<0,01) valores que los
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adultos. N o se observaron diferencias significativas en el caso de los muy viejos ni en el de 
los longevos, si bien aquéllos siguieron mostrando una tendencia al aumento. De este 
modo, las diferencias significativas aparecieron al comparar los muy viejos y los longevos 
entre si (P<0,05), lo que podna indicar un remodelado opuesto en el IFN-y entre ambas 
edades. Un perfîl similar se observé para el estimulo ConA, de modo que los viejos 
tuvieron niveles mas bajos (P<0,01) que los adultos. De nuevo, los muy viejos mostraron 
una tendencia al aumento y los longevos unos niveles mas préximos a los de los adultos.
Tabla 15. Niveles de IL-12 (p40) (A), IL-12 (p70) (B), IFN-y (C) y TNF-a (D) (pg/ml) en sobrenadantes de 
cultivo de leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopolisacârido (LPS) y
(pg/ml) Adultos Viejos Muy viejos Longevos
IL-12 p40
Basai 5,55±0,61 6,6510,53 4,4510,75" 7,7210,48
LPS 8,00±0,48 8,4610,57 6 ,0 9 1 0 ,7 4 - 9,9310,32
ConA 6,41 ±0,67 5,1210,21"* 6,8110,49 9,8710,49
IL-12 p70
Basai 30,10±2,52 48,1115,57 34,5313,92 31,0114,50
LPS 64,65+3,62 60,4514,06 59,6013,68 59,7115,21
ConA 46,4010,40 31,4213,12 47,9411,96 46,5813,22
IFN-y
Basai 3J6±a,52 3,2310,47 8,8611,35 3,1510,53
LPS 37,0015,97 10,1612,38 66,04112,39* 18,9414,91
ConA 261,82156,21 40,5517,50 483,35187,02 341,59151,27
TNF-a
Basai 22,0512,50 41,6715,29 57,6017,56 37,5014,83
LPS 132,0217,77 70,2015,80 114,2514,77 130,0217,61
ConA 94,2110,67 37,5917,56 78,8517,91 105,97110,77
Se muestra la media ±  el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, **P<0,0\, *P<0,05 con respecto 
al valor del grupo de edad longeva.
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Figura 31. Niveles de IL-12 (p40) (A), IL-12 (p70) (B), IFN-y (C) y TNF-a (D) (pg/ml) en sobrenadantes de 
cultivo de leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopolisacârido (LPS) y 
concanavalina A (ConA), procedentes de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. 
Cada columna représenta la media ±  el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 
con respecto al valor del grupo de edad adulta.
Por ultimo, los niveles basales de T N F -a (Tabla 15 y Fig. 31D) aparecieron 
aumentados en viejos (P<0,05) y mas aun en muy viejos (P<0,001) con respecto a los 
adultos. Sin embargo, los viejos mostraron menores niveles de esta citoquina en presencia 
del estimulo LPS (P<0,001) y de ConA (P<0,01) que los adultos. Los muy viejos
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presentaron unos niveles estimulados de TN F-a mas preservados. Por otra parte, los 
longevos tuvieron unos niveles de TN F-a similares a los de los adultos para las très 
condiciones expérimentales estudiadas. Los niveles de TNF-a en sobrenadantes de cultivos 
de leucocitos peritoneales en presencia de LPS fueron determinados, no solo a través de 
luminometria, sino también mediante ELISA, que corroboré los resultados descritos con 
anterioridad. Asi, los viejos (240,42±15,16 pg/m l) mostraron valores menores (P<0,001) 
de esta citoquina que los adultos (471,63+41,37 pg/m l), mientras que muy viejos 
(473,79±23,21 pg/m l) y longevos (484,92±55,69 pg/m l) tuvieron niveles mas preservados.
En la figura 32 se muestran los niveles de las qu im ioqu inas KC, MCP-1, M IP-lp y 
RANTES en los sobrenadantes de cultivo de leucocitos peritoneales murinos no 
estimulados, y estimulados con LPS y ConA.
La edad produjo un efecto general en los niveles basales de KC (P<0,001) y MIP- 
1{3 (P<0,05). En presencia de LPS, se vieron afectados los niveles de dichas quimioquinas y 
de RANTES (P<0,001) en funciôn de la edad. Existiô también un efecto general de la edad 
para los niveles de MCP-1 (P<0,001), KC y M IP-ip (P<0,01) ante el estimulo ConA. En 
general, los longevos mostraron unos valores mas préximos a los de los adultos en los 
niveles de todas eUas que viejos y muy viejos, si bien tendieron a la disminucién en todas 
las edades estudiadas.
Con respecto a los niveles de KC (Tabla 16 y Fig. 32A), en condiciones basales se 
observé una tendencia hacia su disminucién en viejos con respecto a los adultos, que se 
hizo altamente significativa (P<0,001) en muy viejos y longevos. Los leucocitos de los muy 
viejos presentaron también menores (P<0,001) niveles de KC en presencia de LPS que los 
adultos, mientras que viejos y longevos fueron capaces de responder adecuadamente al 
estimulo. En el caso de ConA, tanto viejos como muy viejos y longevos presentaron 
valores menores (P<0,05) que los adultos.
Por otra parte, los niveles de MCP-1 (Tabla 16 y Fig. 32B) no cambiaron en los 
sobrenadantes de cultivos de leucocitos no estimulados, apareciendo similares en viejos, 
muy viejos y longevos a los de los adultos. Los viejos presentaron valores menores 
(P<0,05) de esta quimioquina en respuesta a los estimulos LPS y ConA que los adultos, 
mientras que los muy viejos y los longevos mostraron una respuesta a estimulo mis 
preservada.
Los niveles basales de M IP-1^ (Tabla 16 y Fig. 32C) mostraron una tendencia hacia 
la disminucién en viejos, que se hizo significativa (P<0,05) en muy viejos y longevos, en
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comparaciôn con los adultos. En respuesta a LPS, los valores de M IP-ip fueron menores 
(P<0,001) en viejos, muy viejos y longevos en relaciôn a los adultos. Sin embargo, los 
longevos presentaron unos valores de MIP-1[B similares a los de los adultos en respuesta a 
ConA, mientras que aparecieron disminuidos en viejos (P<0,01) y muy viejos (P<0,05).
Finalmente, los niveles de R A N T E S (Tabla 16 y Fig. 32D) no cambiaron a lo largo 
de la edad en los sobrenadantes de cultivo de leucocitos no estimulados o estimulados con 
ConA, apareciendo similares a los de los adultos en viejos, muy viejos y longevos. No 
obstante, se observé una tendencia a la disminucién en estado basai con la edad, que se dio 
también en presencia de ConA, si bien los longevos presentaron niveles mas préximos a los 
de los adultos. Los niveles de RANTES en respuesta a LPS fueron menores (P<0,01) en 
longevos que en adultos, estando aun mas bajos (P<0,001) en viejos y muy viejos.
Tabla 16. Niveles de KC (A), MCP-1 (B), M IP-ip (C) y RANTES (D) (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo 
de leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopolisacârido (LPS) y
(pg/ml) Adultos Viejos Muy viejos Longevos
KC
Basai 7031,47±317,39 5110,581764,56 2453,591279,39 2336,811234,82
LPS 13239,72±788,99 13683,4311492,30 5366,431709,67 14304,0511022,31
ConA 6917,39±625,59 4106,651526,24 4121,981486,14 4573,531556,03
MCP-1
Basai 178,09 ±22,34 194,70120,75 212,37120,74 163,43119,52
LPS 660,33± 109,69 319,07146,69 553,49170,22 666,73171,93
ConA 318,09±39,29 187,22125,78 403,65135,22 528,44172,59
MIP-ip
Basai 530,20±66,86 455,82181,35 315,41140,68 297,26122,94
LPS 984,96171,37 529,05169,92 346,84134,19 403,14133,70
ConA 1136,121107,91 556,94163,77 599,53170,35 936,571133,31
RANTES
Basai 296,77159,02 195,68130,19 200,09142,30 183,24134,62
LPS 1226,041113,58 600,32140,27 457,421120,59 726,97155,45
ConA 524,39182,85 421,17185,88 497,85162,68 555,54177,75
Se muestra la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
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Figura 32. Niveles de KC (A), MCP-1 (B), MIP-1[3 (C) y RANTES (D) (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo 
de leucocitos peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopolisacârido (LPS) y 
concanavalina A (ConA), procedentes de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. 
Cada columna représenta la media ±  el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 
con respecto al valor del grupo de edad adulta.
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Defensas antioxidantes y anti-inflamatorias 
• A ntioxidantes: N iveles de glutation total, y  actividades glutation peroxidasa
y  catalasa
Se observé un efecto general de la edad disminuyendo el contenido en glutation 
(GSH) intracelular de leucocitos peritoneales murinos, asi como la actividad de las defensas 
antioxidantes enzimâticas glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) (P<0,001) (Fig. 33).
Los valores de GSH (Fig. 33A) en leucocitos de viejos (1,06±0,02 nmol/lO*" 
leucocitos) disminuyeron muy significativamente (P<0,001) con respecto a los adultos 
(0,73±0,03 nmol/10^ leucocitos), mientras que aparecieron preservados en muy viejos 
(1,08±0,11 nmol/lO*" leucocitos) y en longevos (1,17±0,05 nmol/lO*' leucocitos).
Con respecto a la actividad GPx (Fig. 33B), se observé una disminucién altamente 
significativa (P<0,001) en viejos (225+34 mU/lO*" leucocitos) y en menor medida (P<0,01) 
en muy viejos (312±21 mU/10^ leucocitos) en relacién a los adultos (447±21 mU/10^ 
leucocitos). N o obstante, los individuos longevos mantuvieron la actividad de esta enzima 
antioxidante a niveles similares a los de los animales adultos (518+34 mU/lO*" leucocitos).
Finalmente, la actividad CAT (Fig. 33C) m ostré una tendencia a la disminucién en 
viejos (23±2 U/10^ leucocitos), que fue significativa (P<0,05) en muy viejos (18±1 U/10^ 
leucocitos), en relacién a los adultos (27±1 U/10^ leucocitos). No obstante, los longevos 
presentaron mayor (P<0,01) actividad de la enzima que éstos (36+3 U/10^ leucocitos).
• Citoquinas antiinûam atorias
E n la tabla 17 y la figura 34 se muestran los niveles de las citoquinas 
antiinflamatorias IL-4, IL-10 e IL-13 valorados en los sobrenadantes de cultivo de 
leucocitos peritoneales murinos no estimulados, y estimulados con LPS y ConA.
La edad produjo un efecto general en los niveles basales de IL-10 e IL-13 
(P<0,001), mientras que todas ellas se vieron afectadas en respuesta a LPS (P<0,001 para 
IL-13, P<0,01 para IL-4 y P<0,05 para IL-10) y ConA (P<0,001 para IL-13 e IL-4 y 
P<0,05 para IL-4). En general, los longevos mostraron niveles mas similares a los de los 
adultos en las citoquinas antiinflamatorias que viejos y muy viejos, que mostraron valores 
mas bajos.
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Figura 33. Valores de glutation (GSH) (nmol/lO*’ leucocitos) (A), actividad glutation peroxidasa (GPx) 
(mU/lO*’ leucocitos) (B) y actividad catalasa (CAT) (U/IO*’ leucocitos) (C) en leucocitos peritoneales murinos, 
de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna représenta la media ±  el 
error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media 
de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad 
adulta.
Con respecto a los niveles de IL-4 (Tabla 17 y Fig. 34A) en los sobrenadantes de 
cultivo de leucocitos en condiciones basales y estimuladas con ConA, viejos, muy viejos y 
longevos mostraron valores similares de IL-4 en ambas condiciones expérimentales a los de 
los adultos. N o obstante, los viejos presentaron niveles menores a los de los longevos 
(P<0,05), observândose esa misma tendencia en los muy viejos. La respuesta a LPS lue 
menor (P<0,001) en viejos que en adultos, si bien muy viejos y longevos respondieron 
adecuadamente al estimulo.
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En viejos, los niveles de IL-10 (Tabla 17 y Fig. 34B) fueron mas bajos tanto 
basalmente (P<0,001) como en presencia de los estimulos LPS (P<0,05) y ConA (P<0,001) 
que los de los adultos. Los muy viejos y los longevos mostraron niveles mas preservados de 
IL-10, si bien éstos los tuvieron aumentados (P<0,05) en condiciones basales con respecto 
a los présentés en adultos. Ademâs, en presencia de ConA los muy viejos tendieron hacia 
menores valores de esta citoquina antiinflamatoria que los longevos.
Por ultimo, se observé una tendencia hacia mayores niveles de IL-13 (Tabla 17 y 
Fig. 34C) basales con la edad, que fue significativa para viejos (P<0,01) y longevos 
(P<0,001) pero no para muy viejos, con respecto a los adultos. Los longevos presentaron 
también valores mayores de IL-13 en presencia de LPS (P<0,001) y ConA (P<0,05) que los 
adultos, mientras que viejos y muy viejos mantuvieron la respuesta a LPS al nivel de éstos, 
pero no la de ConA, que fue mas baja (P<0,01 y P<0,05, respectivamente) que en la etapa 
adulta.
Tabla 17. Niveles de IL-4 (A), IL-10 (B) e IL-13 (C) (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo de leucocitos 
peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopolisacârido (LPS) y concanavalina A
(pg/ml) Aduitos Viejos Muy viejos Longevos
IL-4
Basai 1,56±0,24 0 ,9 3 ± 0 ,ir 1,25±0,26 1,59±0,18
LPS 2,69±0,25 1,47±0,09 2,43±0,19 2,48±0,10
ConA 4,14±0,68 2,44±0,6r 3,24±0,44 5,39±0,45
IL-10
Basai 100,02± 10,53 40,41 ±7,05 92,35±22,98 179,17±20,18
LPS 834,22±62,05 515,58±100,25 649,89±94,75 779,17±68,32
ConA 282,61 ±32,6 78,99±9,93 210,08± 19,49 293,5±24,23
IL-13
Basai 2,43±0,32 3,97±0,25 3,02±0,65 6,60±0,36
LPS 7,41 ±0,45 7,67±0,91 6,77±0,88 13,33±0,69
ConA 14,68±2,09 6,25±0,96 7,64±0,79 26,37±2,71
Se muestra la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de 
edad longeva.
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Figura 34. Niveles de IL-4 (A), IL-10 (B) e IL-13 (C) (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo de leucocitos 
peritoneales murinos no estimulados (basai), y estimulados con lipopolisacârido (LPS) y concanavalina A 
(ConA), procedentes de ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos, muy viejos y longevos. Cada columna 
représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 con respecto 
al valor del grupo de edad adulta.
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4.1.1.14. Apoptosis.
N o se observé efecto de la edad en el estimulo de la apoptosis de leucocitos 
peritoneales murinos en presencia de H 2O 2. De esta forma, se encontraron valores similares 
en adultos (96±2 %), viejos (101 ±1 %), muy viejos (101 ±2 %) y longevos (101 ±1 %).
41.1.2. Estudio neurolôgico en ratones hembras IC R /C D l adultos, viejos y 
longevos.
Los animales fueron sometidos a estudios de neuroimagen por resonancia 
magnética y se cuantificô la intensidad de la senal ponderada en T2 (tiempo que tarda la 
magnetizaciôn transversal en descender en un 63% de su fuerza maxima o, lo que es igual, 
persiste un 37%) en distintas areas cerebrales de especial relevancia por las funciones que 
coordinan; corteza cingular, amigdala, hipocampo, corteza entorrinal, corteza 
somatosensorial, y corteza motora. Los resultados se muestran en la tabla 18. Con el 
envejecimiento, se observé una tendencia hacia menores valores de T2, fundamentalmente 
en corteza entorrinal (P=0,078) y corteza somatosensorial (P=0,097).
Tabla 18. Intensidad de la senal ponderada en T2 (ms) en distintas regiones cerebrales de ratones hembras 
ICR/CDl adultos, viejos, muy viejos y longevos.
T2 (ms) Adultos Viejos Muy Viejos Longevos
CC 66,18± 1,70 64,69±2,12 65,48±0,97 62,3714,34
Amg 72,61 ±1,55 75,78±1,69 72,3311,76 71,3314,28
HipCl 63,82±1,22 67,80±1,71 61,0712,66 64,3014,81
HipC2 64,74±1,43 70,10± 1,65 67,2711,39 69,5517,49
HipC3 67,03±1,09 67,79±1,76 69,1910,83 61,6114,66
CEtr 69,14±2,03 76,99±1,30 65,5111,22 72,3213,14
CSS 67,09±1,08 65,52+2,06 65,6310,76 60,6413,33
CM 68,12±1,13 67,64±2,69 68,2310,97 62,3914,38
Se muestra la media ± el error estândar de 4-16 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (15- 
16 adultos; 5 viejos; 4 muy viejos; 6 longevos). Los muy viejos tendieron hacia menores valores de T2 que los 
viejos en CEtr (P=0,083); los longevos tendieron hacia menores valores de T2 que los adultos en CSS 
(P= 0,061). CC = corteza cingular; Amg = amigdala; HipCl, 2, 3 = hipocampo corte 1, 2, 3; CEtr = corteza 
entorrinal; CSS = corteza somatosensorial; CM = corteza motora.
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Ademàs, en general, las areas hiperintensas, que se corresponden con liquide 
cefalorraquideo y representan atrofia cerebral, fueron mas pronunciadas en los animales de 
mayor edad (Fig. 35B) que en los adultos (Fig. 35A).
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Figura 35. Imâgenes coronales ponderadas en T2 con supresiôn de grasa para 4 certes contiguos de cerebro 
de 2 ratones hembras IC R /C D l adultos (A) y 2 longevos (B). Las areas brillantes de alta senal se 
corresponden con liquide cefalorraquideo y son représentativas de atrofia cerebral. Estas areas hiperintensas 
son mâs pronunciadas en los animales de mayor edad que en los adultos.
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4.I.I.3. Profundizacion en los cam bios con la edad en el dano oxidativo a proteinas 
y anâlisis de la com posiciôn de âcidos grasos, en ratones hembras B A L B /c adultos, 
viejos y longevos.
4.I.I.3.I. Biomarcadores de oxidaciôn proteica.
La Tabla 19 y la figura 36 muestran los resultados relativos a los marcadores no 
enzimâticos de modificaciôn proteica en cerebro de ratones hembras adultos, viejos y 
longevos.
Tabla 19. Marcadores no enzimâticos de modificaciôn proteica (pmol/mol Usina) en cerebro de ratones
(gmol/ mol lys) Adultos Viejos Longevos
GSA 5859,561158,41 7860,101502,12"* 5528,321194,05
AASA 186,9616,58 209,3117,54*** 157,0816,64
CEL 432,07123,79 364,29110,99* 404,72114,73
CML 535,62114,59 682,66133,02"* 474,46122,39
MDAL 1458,031172,33 2408,251261,42** 1542,801104,26
Se muestra la media ± el error estândar de 6-11 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaUzados por dupUcado. ***P<0,001, **P<0,01, **P<0,05 con 
respecto al valor del grupo de edad longeva. GSA = semialdehi'do glutâmico; AASA = semialdehido 
aminoadfpico; CEL = carboxietil-Usina; CML = carboximetü-Usina; MDAL = malondialdehi'do-Usina.
Los marcadores especificos de oxidaciôn, lipoxidaciôn y glicoxidaciôn de proteinas, 
medidos por cromatografîa de gases-espectroscopia de masas, mostraron en general niveles 
preservados en longevos con respecto a los adultos, mientras que se vieron aumentados en 
los viejos.
Concretamente, semialdehido glutâmico (GSA), carboximedl-lisina (CML) y 
malondialdehido-lisina (MDAL) aumentaron significativamente en el cerebro de viejos en 
relaciôn a los valores encontrados en adultos (P<0,05) y longevos (P<0,001 para GSA y 
CML, y P<0,01 para MDAL), cuyos niveles fueron similares. Los valores de semialdehido 
aminoadipico (AASA) observados en viejos fueron similares a los de los adultos, mientras 
que los longevos mostraron niveles menores en comparaciôn con las otras dos edades 
(P<0,05 con respecto a adultos, y P<0,001 con respecto a viejos). Por otra parte, la
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carboxietil-lisina (CEL) fue similar en adultos y longevos, mientras que los viejos mostraron 
niveles menores (P<0,05).
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Figura 36. Semialdehi'do glutâmico (GSA) (A), semialdehi'do aminoadipico (AASA) (B), carboxietil-lisina 
(CEL) (C), carboximetd-lisina (CML) (D), y malondialdehido-lisina (MDAL) (E) (pmol/mol Usina) en cerebro 
de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos, medidos por cromatografîa de gases-espectroscopia 
de masas. Cada columna représenta la media ±  el error estândar de 6-11 valores correspondientes a ese 
mismo numéro de sujetos (6 adultos; 11 viejos; 8 longevos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados 
por duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
Los cambios en los marcadores no enzimâticos de modificaciôn proteica a lo largo 
de la edad fueron menos relevantes en bazo que los encontrados en cerebro (Tabla 20 y 
Fig. 37).
Tabla 20. Marcadores no enzimâticos de modificaciôn proteica (pm ol/m ol Usina) en bazo de ratones
(gm ol/m o l lys) Adultos Viejos Longevos
GSA 8521,23±489,60 10746,731502,20" 8326,531675,04
AASA 297,96121,55 350,62146,52 265,27113,83
C EL 400,8415,84 357,77115,45 394,02111,62
CM L 717,24133,73 1046,60187,70 1063,63178,88
M DAL 997,61152,23 2372,051242,12" 1355,941170,43
Se muestra la media ±  el error estândar de 6-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaUzados por dupUcado. **P<0,0\ con respecto al valor del grupo de 
edad longeva. GSA = semialdehido glutâmico; AASA = semialdehido aminoadipico; CEL = carboxietil-Usina; 
CML = carboximetil-Usina; MDAL — malondialdehido-Usina.
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El bazo de longevos mostrô valores similares a los observados en adultos para 
todos los marcadores de oxidaciôn proteica estudiados, apreciândose ünicamente una 
tendencia al aumento en el caso de la CML (P=0,074). Por otra parte, el dano oxidativo a 
proteinas tendiô a ser mayor en los viejos que en adultos y longevos (P=0,064 para GSA y 
P=0,073 para CML, con respecto a los adultos), hecho que se hizo significativo para los 
marcadores MDAL (P<0,01 con respecto a adultos y longevos) y GSA (P<0,01 con 
respecto a los longevos). Al igual que en cerebro, se apreciô una tendencia hacia bajos 
niveles de CEL en viejos, que en bazo no Uegô a alcanzar una diferencia estadisticamente 
significativa (P=0,096 con respecto a los longevos).
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Figura 37. Semialdehi'do glutâmico (GSA) (A), semialdehi'do aminoadipico (AASA) (B), carboxietil-lisina 
(CEL) (C), carboximetil-lisina (CML) (D), y malondialdehido-lisina (MDAL) (E) (pmol/mol Usina) en bazo de 
ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos, medidos por cromatografîa de gases-espectroscopia de 
masas. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 6-10 valores correspondientes a ese mismo 
numéro de sujetos (6 adultos; 10 viejos; 9 longevos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por 
duplicado. **P<0,0\ con respecto al valor del grupo de edad adulta.
Ademâs, varios sujetos de cada grupo de edad fueron escogidos al azar y en eUos se 
realizô un western h lot para el anâUsis del marcador de Upoxidaciôn proteica MDAL. Tanto 
en bazo  como en cerebro, los resultados mostraron un aumento de MDAL (P<0,05) en 
viejos y en longevos con respecto a los adultos, y niveles similares del mismo en los dos 
grupo s de edades mâs avanzadas (Fig. 38).
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Figura 38. Malondialdehido-lisina (MDAL) en proteinas de bazo y cerebro de ratones hembras BALB/c 
adultos, viejos y longevos. Dcha.: Ejemplos de western blots obtenidos para anti-MDAL y sus correspondientes 
contrôles de carga con anti-actina. Izq.: Anâlisis densitométrico (unidades arbitrarias de densitometxado). 
Cada columna représenta la media ± el error estândar de 4-5 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
También, la glucaciôn/oxidacion en el residuo Usina de las proteinas (CML) de 
corazôn y ganglios axilares de estes mismos animales fue anaUzada por western hlot (Fig. 
39). Los resultados mostraron un aumento de CML en las proteinas de corazôn de viejos 
con respecto a la edad adulta (P<0,05) y longeva (P<0,01), mostrando estos grupo s niveles 
similares de dicho marcador. N o se observaron cambios significativos en funciôn de la 
edad con respecto a los niveles de CML en proteinas de gangUos axilares.
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Figura 39. Carboximetil-lisina (CML) (unidades arbitrarias de densitometrado, UAD) en proteinas de 
corazôn y ganglios axilares de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Cada columna représenta 
la media ± el error estândar de 4-6 valores correspondientes a ese mismo ntimero de sujetos y siendo cada 
valor la media de ensayos realizados por duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
Las muestras de corazôn y ganglios de un individuo de cada grupo de edad fueron 
escogidas al azar, y con ellas se realizaron sendas electroforesis en dos dimensiones con el 
objetivo final de realizar western blots anti-CML de las mismas. La tinciôn de plata de los 
geles obtenidos muestra, de forma muy preliminar, que el patrôn relativo de proteinas 
podna variar a lo largo de la edad (Fig. 40).
A continuaciôn se realizaron western blots para el anâlisis de los residuos CML en una 
protema dada, pero desafortunadamente no fue posible visualizarlos. Del western hlot 
convencional, que sigue a la electroforesis en una dimensiôn, sabemos que son muchas las 
proteinas que se oxidan en el residuo lys. N o obstante, cada una de ellas debe de hacerlo en 
bajo grado, dado que al separarlas, perdemos la capacidad de detecciôn de CML.
4.I.I.3.2. Anâlisis de la com posiciôn en âcidos grasos procedentes de los lipidos 
totales.
E n la tabla 21 se muestra el anâlisis de la composiciôn de los âcidos grasos en 
cerebro de ratones hembras adultos, viejos y longevos.
Los cambios mâs relevantes en dicha localizaciôn a lo largo de la edad se 
observaron en la composiciôn de âcidos grasos de tipo poli-insaturado. Asi, los niveles de 
âcido linoleico (18:2n-6) (P<0,001), estearidônico (18:4n-3) (P<0,05), y docosapentanoico 
de la serie 3 (22:5n-3) (P<0,05) disminuyeron significativamente en el cerebro de viejos con 
respecto a los adultos. Los longevos mantuvieron preservados los niveles de todos ellos, si 
bien se apreciô una disminuciôn con respecto a los adultos en el contenido de âcido 
linoleico (18:2n-6), que fue menor que la detectada en viejos (P<0,05). Los viejos
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Figura 40. Tincion de plata de los geles obtenidos de electroforesis en dos dimensiones para las protei'nas de 
corazôn y de ganglios axilares procedentes de ratones hembras B A L B /c adulto, viejo y longevo. Las fléchas 
de un mismo color indican ejemplos de spots correspondientes a una misma protema. Se observa que la 
intensidad reladva de las manchas proteicas varia con la edad.
presentaron ademas m enor contenido en âcido eicosadienoico (20:2n-6) en cerebro que los 
longevo s (P<0,05), cuyos niveles fueron similares a los présentes en la edad adulta. N o 
obstante, tanto viejos com o longevos tuvieron m enores niveles de acido eicosapentanoico 
(20:5n-3) que los adulto s (P<0,001). Ademas, los longevos m ostraron menores valores de 
acido docosapentanoico de la serie 6 (22:5n-6) que los adultos (P<0,05), y de âcido 
docosahexanoico (22:6n-3) que los viejos (P<0,001), cuyos niveles fueron similares a los de 
los adultos.
Por otra parte, los âcido s grasos m o n o -in sa tu ra d o s  palmitoleico (16:ln-7) y oleico 
(18:ln-9) se encontraron aumentados en el cerebro de longevos con respecto a los adultos 
(P<0,05 y P<0,001, respectivamente). Los viejos presentaron igual contenido de âcido 
palmitoleico (16:ln-7) que los adultos (P<0,05 con respecto a longevos), y mayor de âcido 
oleico (18:ln-9) (P<0,001), similar al de los longevos (Tabla 21 A).
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A partir de los âcidos grasos se calcularon las distintas fracciones lipidicas, que se 
muestran en la tabla 21B. La fracciôn total de âcidos grasos poli-insaturados (PUFA) fiie 
menor en el cerebro de los longevos que en el de los adultos (P<0,05). N o obstante, dentro 
de eUos, los PUFA de la familia n-3 (PUFAn-3) se vieron significatdvamente disminuidos en 
cerebro de viejos con respecto al de adultos (P<0,05), siendo aün menores en longevos 
(P<0,01). Por otra parte, la fracciôn total de âcidos grasos mono-insaturados (MUFA) se 
vio aumentada en éstos en relaciôn a la edad adulta (P<0,01), y aûn mâs en los viejos 
(P<0,001).
Ademâs, la longitud de cadena de los âcidos grasos de los Hpidos cerebrales 
(ACL), el indice de dobles enlaces (DBI), asi como el indice de peroxidizabilidad  
Hpidica (PI) se encontraron disminuidos en longevos con respecto a los adultos (Tabla 
21C) (P<0,01) y a los viejos (P<0,01 para ACL, y P<0,05 para D BI y PI).
Los resultados reladvos al anâlisis de la composiciôn de los âcidos grasos en bazo 
de ratones hembras adultos, viejos y longevos se muestran en la tabla 22.
Con respecto a los âcidos grasos poli-insaturados, linoleico (18:2n-6) y 
estearidônico (18:4n-3) disminuyeron signifîcativamente (P<0,05 y P<0,001, 
respectivamente) en el bazo de viejos mientras que araquidônico (20:4n-6) y 
docosahexanoico (22:6n-3) aparecieron aumentados (P<0,05), con respecto a los adultos.
Los longevos mantuvieron porcentajes mâs similares a los présentes en adultos en 
todos los casos, si bien pudo apreciarse una leve disminuciôn en el contenido de âcido 
estearidônico (18:4n-3), que fue menor que la detectada en viejos (P<0,05).
Por otra parte, los âcidos grasos mono-insaturados palmitoleico (16:ln-7) y oleico 
(18:ln-9) se encontraron disminuidos en el bazo de longevos con respecto a los adultos 
(P<0,05 y P<0,01, respectivamente). Los viejos también presentaron menores valores de 
âcido oleico (18:ln-9) que los adultos (P<0,01), similares a los de los longevos.
Dentro de los âcidos grasos saturados, el esteârico (18:0) se vio aumentado en el 
bazo de longevos en relaciôn a los niveles mostrados por los adultos (P<0,01). El bazo de 
viejos presentô valores de âcido behénico (22:0) disminuidos en relaciôn a los longevos 
(P<0,01), cuyos niveles fueron similares a los de los adultos (Tabla 22A).
En el bazo de longevos, aumentô la fracciôn total de âcidos grasos saturados (SFA) 
mientras que disminuyô la de insaturados (UFA), en relaciôn a los adultos (P<0,05). En 
viejos, la fracciôn total de âcidos grasos poli-insaturados de la familia n-6 (PUFAn-6) 
aumentô con respecto a la edad adulta, mientras que la de los PUFAn-3 se vio disminuida
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(P<0,05). La fracciôn total de âcidos grasos mono-insaturados (MUFA) disminuyô en el 
bazo de viejos y longevos en relaciôn al porcentaje que estos âcidos grasos representan en 
el bazo de los adultos (P<0,01) (Tabla 22B).
Los indices ACL, D B I y P I no sufrieron variaciones a lo largo de la edad en bazo 
(Tabla 22C).
Tabla 21. Anâlisis de la composiciôn en âcidos grasos en cerebro de ratones hembras BALB/c adultos, viejos 
y longevos. A) Composiciôn en âcidos grasos (% mol) de Hpidos totales procedentes de cerebro, B) 
Fracciones Hpidicas (% mol), y C) Indices relacionados.
Adultos Viejos Longevos
A) Composiciôn en âcidos grasos (% mol)
14:0 0,36±0,07 0,3210,05 0,4110,05
16:0 19,3310,57 19,5310,45 20,6810,27
16:ln-7 0,6610,03 0,6210,04 0,8410,07'
18:0 19,6210,57 19,0810,18 20,6111,14
18:ln-9 20,4610,43 24,4310,42'" 24,1310,50'"
18:2n-6 1,1410,06 0,7010,02'" 0,8910,09'
18:4n-3 4,5410,27 2,5310,44' 3,4710,58
20:0 0,8710,09 0,7110,03 0,8010,04
20:ln-9 4,1010,24 4,2110,24 3,6410,14
20:2n-6 0,9010,14 0,6010,11- 1,0510,11
20:3n-6 0,4310,04 0,3810,01 0,4810,05
20:4n-6 6,7610,11 7,7510,33 7,0110,35
20:5n-3 4,8410,53 2,1110,35'" 2,4210,35'"
22:5n-6 1,8310,08 1,5410,15 1,3110,09*
22:5n-3 0,5210,04 0,4010,02' 0,4810,03
22:6n-3 13,5610,09 15,0210,61- 11,7010,63
B) Fracciones lipidicas (% mol)
SFA 40,2010,70 39,6510,53 42,5111,39
UFA 59,7910,70 60,3410,53 57,4811,39
MUFA 25,2310,42 29,2710,64"' 28,6310,63"
PUFA 34,5610,53 31,0610,33 28,8511,91*
PUFAn-6 11,0810,31 10,9910,29 10,7610,55
PUFAn-3 23,4710,56 20,0710,40' 18,0911,38"
C) Indices relacionados
ACL 18,5810,02 18,5710,03 18,4010,04"
DBI 193,2712,64 184,6212,03' 167,2918,16**
PI 200,5113,32 188,4812,98- 164,5819,94"
Se muestra la media ± el error estindar de 6-11 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (6 
adultos; 11 viejos; 8 longevos) y siendo cada valor la media de ensayos reaUzados por dupHcado. ***P<0,001, 
**P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta. •••P<0,001, •P<0,05 con respecto al valor 
del grupo de edad longeva. SFA = âcidos grasos saturados; UFA = âcidos grasos insaturados; MUFA = 
âcidos grasos mono-insaturados; PUFA = âcidos grasos poH-insaturados; PUFAn-6 = âcidos grasos poH- 
insaturados de la famüia n-6; PUFAn-3 = âcidos grasos poü-insaturados de la famiüa n-3; ACL = longitud de 
cadena de los âcidos grasos; DBI = indice de dobles enlaces; PI = indice de peroxidizabiHdad Hpidica.
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Tabla 22. Anâlisis de la composiciôn en âcidos grasos en bazo de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y 
longevos. A) Composiciôn en âcidos grasos (% mol) de Hpidos totales procedentes de bazo, B) Fracciones 
Hpidicas (% mol), y C) Indices relacionados.
Adultos Viejos Longevos
A) Composiciôn en âcidos grasos (% mol)
14:0 0,86±0,08 0,6810,08 0,6010,10
16:0 21,62±1,17 23,2310,37 21,9810,41
16:ln-7 2,21 ±0,37 1,8010,10 1,5610,14*
18:0 12,1410,67 14,5810,41 16,1210,97"
18:ln-9 19,7410,97 14,9210,43" 14,4911,37"
18:2n-6 6,2310,17 5,3610,21* 5,6410,22
18:4n-3 7,8010,10 3,5210,40*" 6,1210,52*
20:0 0,5010,11 0,6510,11 0,6410,07
20:ln-9 0,7610,09 0,7710,04 0,8210,091
20:2n-6 1,3010,38 0,9910,21 0,7710,13
20:3n-6 0,8310,17 0,6510,09 0,8710,08
20:4n-6 13,1110,62 19,7110,70* 15,2311,93
22:0 6,5210,03 3,8510,75" 7,7211,19
22:4n-6 0,7810,03 1,2710,13 1,0610,14
22:6n-3 4,6410,46 6,8610,37* 5,1310,56
24:0 0,8810,22 1,0810,13 1,1710,10
B) Fracciones lipidicas (% mol)
SFA 42,5410,38 44,0910,67 48,2611,79*
UFA 57,4510,38 55,9010,67 51,7311,79*
MUFA 22,7211,29 17,5010,47" 16,8811,44"
PUFA 34,7311,50 38,3910,62 34,8412,66
PUFAn-6 22,2711,11 28,0010,60* 23,5912,07
PUFAn-3 12,4510,39 10,3910,30* 11,2510,79
C) Indices relacionados
ACL 18,3510,08 18,4710,03 18,4910,06
DBI 155,0114,79 171,4513,25 152,82110,56
PI 133,7616,42 161,1014,19 139,34112,70
Se muestra la media ± el error estândar de 6-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (6 
adultos; 10 viejos; 9 longevos) y siendo cada valor la media de ensayos reaHzados por dupHcado. ***P<0,001, 
**P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta. ••P<0,01 con respecto al valor del grupo 
de edad longeva. SFA = âcidos grasos saturados; UFA = âcidos grasos insaturados; MUFA = âcidos grasos 
monoinsaturados; PUFA = âcidos grasos poHinsaturados; PUFAn-6 = âcidos grasos poHinsaturados de la 
famiUa n-6; PUFAn-3 = âcidos grasos poHinsaturados de la famüia n-3; ACL = longitud de cadena de los 
âcidos grasos; DBI = indice de dobles enlaces; PI = indice de peroxidizabiHdad Hpidica.
4.I.I.3.3. A ctividad del p ro teasom a 20S.
En general, los resultados mostraron que las actividades enzimâticas del proteasoma 
20S se encuentran mâs conservadas en longevos que en viejos, con respecto a los adultos.
En corazôn (Fig. 41,42), se observé un efecto general de la edad sobre ambas 
actividades proteasômicas estudiadas, quimiotripsina (P<0,05) y caspasa (P<0,001), Si bien 
no existieron diferencias significativas, la actividad quimiotripsina (Fig. 41 A) en el corazôn
231
Resultados
de los longevos (21,59+1,57 actividad/mg protema) tendiô hacia valores mayores que en 
los adultos (15,54+1,94 actividad/mg protema), mientras que la de los viejos (11,50±4,16 
actividad/mg protema) tendiô hacia valores menores en relaciôn a éstos, siendo 
signifîcativamente menores en comparaciôn con los longevos (P<0,05). Por otra parte, la 
actividad caspasa (Fig. 41 B) de este ôrgano en longevos (56,38+3,22 actividad/mg 
protema) fue menor (P<0,01) en relaciôn a los adultos (70,71 ±2,78 actividad/mg protema), 
y aûn mâs baja (P<0,001) en los viejos (53,60+2,55 actividad/mg protema).
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Figura 41. Actividades quimiotripsina (actividad especifica/mg protema) (A) y caspasa (actividad 
especi'fica/mg protei'na) (B) en corazôn de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Cada 
columna représenta la media ±  el error estândar de 9-11 valores correspondientes a ese mismo numéro de 
sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por tripUcado. ***P<0,001, **P<0,01 con respecto 
al valor del grupo de edad adulta.
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Figura 42. Cinética normaUzada de las actividades quimiotripsina (A) y caspasa (B) en 60 pg de corazôn de 
ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Se représenta las unidades arbitrarias de fluorescencia 
(UAF) obtenidas (rente al tiempo en segundos, siendo cada punto la media de 9-11 valores correspondientes 
a ese mismo numéro de sujetos y cada valor la media de ensayos realizados por tripUcado.
La eiâacd produjo también un efecto general sobre las actividades quimiotripsina y 
caspasa de pu lm on  (P<0,01) (Fig. 43,44). Los viejos (719,04±98,59 y 236,84+23,29 
actividad/mg protema, respectivamente) mostraron ambas actividades proteasômicas 
disminuidas (P<0,01) con respecto a los adultos (1086,47±72,89 y 337,96+17,45
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actividad/mg proteina, respectivamente), mientras que los longevos tuvieron valores 
similares a éstos (826,51 ± 66,13 y 275,08± 21,30 actividad/mg protema, respectivamente) 
(Fig. 43A,B).
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Figura 43. Actividades quimiotripsina (actividad especifica/mg proteina) (A) y caspasa (actividad 
especifica/mg proteina) (B) en pulmon de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Cada 
columna représenta la media ± el error estândar de 9-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de 
sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por triplicado. **P<0,01 con respecto al valor del 
grupo de edad adulta.
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Figura 44. Cinética normalizada de las actividades quimiotripsina (A) y caspasa (B) en 10 gg de pulmon de 
ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Se représenta las unidades arbitrarias de fluorescencia 
(UAF) obtenidas frente al tiempo en segundos, siendo cada punto la media de 9-12 valores correspondientes 
a ese mismo numéro de sujetos y cada valor la media de ensayos realizados por triplicado.
En h igado (Fig. 45,46), se observé un efecto general de la edad sobre la actividad 
quimiotripsina (P<0,001) y también sobre la actividad tipo caspasa (P<0,05). La actividad 
quimiotripsina (Fig. 45A) fiie mayor (P<0,05) en viejos (134,13± 12,08 actividad/mg 
protema) y aûn mas (P<0,001) en longevos (162,26±15,14 actividad/mg protema), con 
respecto a los adultos (88,53+7,52 actividad/mg protema). En el caso de la actividad 
caspasa (Fig. 45B), se dio una mayor (P<0,05) actividad en el higado de viejos 
(263,74±25,59 actividad/mg protema) en relaciôn a los adultos (184,77± 15,86
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actividad/mg protema), mientras que los longevos (242,38+15,52 actividad/mg proteina) 
mostraron valores mâs similares a éstos.
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Figura 45. Actividades quimiotripsina (actividad especifica/mg proteina) (A) y caspasa (actividad 
especifica/mg proteina) (B) en higado de ratones hembras BA LB/c adultos, viejos y longevos. Cada columna 
représenta la media ±  el error estândar de 9-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por triplicado. ***P<0,001, *P<0,05 con respecto al valor 
del grupo de edad adulta.
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Figura 46. Cinética normalizada de las actividades quimiotripsina (A) y caspasa (B) en 20 pg de higado de 
ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Se représenta las unidades arbitrarias de fluorescencia 
(UAF) obtenidas frente al tiempo en segundos, siendo cada punto la media de 9-12 valores correspondientes 
a ese mismo numéro de sujetos y cada valor la media de ensayos realizados por triplicado.
Con respecto al rinôn, la edad produjo un efecto general sobre las actividades 
quimiotripsina (P<0,001) y caspasa (P<0,05) (Fig. 47,48). La actividad quimiotripsina fue 
menor (P<0,01) en viejos (466,85±83,10 actividad/mg protema) y en longevos 
(509,60+102,65 actividad/mg protema) con respecto a adultos (938,35+84,00 actividad/mg 
protema) (Fig. 47A). Por otra parte, la actividad tipo caspasa fue mayor (P<0,05) en viejos 
(418,85±32,15 actividad/mg protema) que en adultos (301,85±31,85 actividad/mg 
protema), mostrando los longevos (308,95+21,75 actividad/mg protema) valores similares 
a éstos (Fig. 47B).
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Figura 47. Actividades quimiotripsina (actividad especifica/mg proteina) (A) y caspasa (actividad 
especifica/mg proteina) (B) en rinôn de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Cada columna 
représenta la media ±  el error estândar de 7-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por triplicado. **P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del 
grupo de edad adulta.
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Figura 48. Cinética normalizada de las actividades quimiotripsina (A) y caspasa (B) en 2 pg de rinôn de 
ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Se représenta las unidades arbitrarias de fluorescencia 
(UAF) obtenidas frente al tiempo en segundos, siendo cada punto la media de 7-12 valores correspondientes 
a ese mismo numéro de sujetos y cada valor la media de ensayos realizados por triplicado.
N o existiô efecto general de la edad sobre la actividad proteasômica en ganglios 
axilares (Fig. 49,50). N o obstante, se observé una tendencia hacia menores valores en 
viejos tanto de la actividad tipo quimiotripsina (240,17+23,99 actividad/mg protema) (Fig. 
49A) como de la tipo caspasa (108,17±7,53 actividad/mg protema) (Fig. 49B) con respecto 
a los adultos (409,61 ±57,37 y 129,44±4,29 actividad/mg protema, respectivamente), 
mientras que los longevos (335,85+70,36 y 141,33+19,04 actividad/mg protema, 
respectivamente) mostraron valores mâs proximo s a eUos.
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Figura 49. Actividades quimiotripsina (actividad especifica/mg protema) (A) y caspasa (actividad 
especifica/mg proteina) (B) en ganglios axilares de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Cada 
columna représenta la media ±  el error estândar de 6-9 valores correspondientes a ese mismo numéro de 
sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por triplicado.
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Figura 50. Cinética normalizada de las actividades quimiotripsina (A) y caspasa (B) en 20 pg de ganglios 
axilares de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Se représenta las unidades arbitrarias de 
fluorescencia (UAF) obtenidas frente al tiempo en segundos, siendo cada punto la media de 6-9 valores 
correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y cada valor la media de ensayos realizados por triplicado.
Por ultimo, la edad tuvo un efecto general sobre la actividad quimiotripsina 
(P<0,05) y también sobre la tipo caspasa (P<0,001) en los leucocitos peritoneales 
murinos (Fig. 51,52). La actividad quimiotripsina (Fig. 51 A) fue mayor (P<0,01) en viejos 
(471,34+66,34 actividad/mg protema) que en adultos (186,82+28,22 actividad/mg 
protema), mientras que no existieron diferencias significativas entre longevos 
(473,36+151,38 actividad/mg protema) y adultos. En el caso de la caspasa (Fig. 51B), 
ambos viejos (141,87+28,78 actividad/mg protema) y longevos (198,33+29,42 
actividad/mg protema) mostraron mayor (P<0,05) actividad que los adultos (48,79+6,58 
actividad/mg protema).
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Figura 51. Actividades quimiotripsina (actividad especifica/mg protema) (A) y caspasa (actividad 
especi'fica/mg proteina) (B) en leucocitos peritoneales de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y 
longevos. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 4-11 valores correspondientes a ese 
mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por triplicado. **P<0,01, 
*P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta.
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Figura 52. Cinética normalizada de las actividades quimiotripsina (A) y caspasa (B) en 20 pg de leucocitos 
peritoneales de ratones hembras BALB/c adultos, viejos y longevos. Se représenta las unidades arbitrarias de 
fluorescencia (UAF) obtenidas frente al tiempo en segundos, siendo cada punto la media de 4-11 valores 
correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y cada valor la media de ensayos realizados por triplicado.
4.1.2. Envejecimiento prematuro: mujeres con ansiedad, estrés en personas sin 
hogar, y aislamiento social en ratones viejos hembras.
4.1.2.1. Cambios en la funcionalidad de leucocitos de sangre periférica y en los 
niveles plasm âticos de antioxidantes totales y cortisol en mujeres con ansiedad.
4.1.2.1.1. Neutrôfïlos: Adherenciâ, quim iotaxis, fagocitosis y  niveles de anJôn 
superôxido intracelulares.
N o se observaron diferencias en la capacidad de adherencia de neutrofiles entre 
mujeres ansiosas y no ansiosas (I.A.=50±4 y 50+2, respectivamente). Con respecto a la 
funciôn quimiotâctica (Fig. 53A), los neutrofilos de las mujeres con ansiedad mostraron 
un indice (I.Q.=307±24) signifîcativamente menor (P<0,001) que el de las células
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procedentes de las mujeres del grupo control. El indice de fagocitosis (Fig. 53B) se 
encontraba disminuido en las mujeres ansiosas (I.F.=174+27; P<0,01) en comparaciôn con 
el mostrado por las mujeres no ansiosas (I.F.=348±45). Asimismo, el porcentaje de células 
fagociticas (Fig. 53C) fue menor (P<0,001) en las mujeres ansiosas (E.F.=22±3) que en las 
contrôles (E.F.=63±4). Por otra parte, los niveles de aniôn superôxido tanto en muestras 
no estimuladas como en las estimuladas (Fig. 53D) aparecieron aumentados en las mujeres 
ansiosas (84+6 y 117+8 nmol/lO*" células, respectivamente; P<0,001) al compararlos con 
aquéUos del grupo control (44±2 y 70±3 nmol/10^ células, respectivamente).
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Figura 53. Indice de quimiotaxis (numéro de neutrôfïlos) (A), indice de fagocitosis (niîmero de bolas de 
latex/100 neutrôfïlos) (B), eficacia de fagocitosis (numéro de neutrôfïlos fagocfticos/lOO neutrôfïlos) (C) y 
niveles de aniôn superôxido en muestras no estimuladas y estimuladas (nmol/10^ neutrôfilos) (D) de 
neutrôfïlos humanos procedentes de sangre periférica de mujeres ansiosas y no ansiosas (contrôles) de la 
misma edad. Cada columna représenta la media ±  el error estândar de 33 valores correspondientes a ese 
mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por dupHcado. ***P<0,001, 
**P<0,01 con respecto al valor del grupo control.
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4.1.2.12. Linfocitos: Adherencia, quim iotaxis, proliferaciôn y  actividad N K.
N o se encontraron diferencias en la adherencia de linfocitos entre mujeres 
ansiosas y no ansiosas (I.A.=54±3 y 50±3, respectivamente). Con respecto a la funciôn  
quimiotâctica (Fig. 54A), las mujeres ansiosas mostraron un indice (I.Q.=182±16) 
signifîcativamente menor (P<0,001) que las no ansiosas (I.Q.=339±19). Los resultados de 
linfoproliferaciôn en respuesta a PHA se muestran en la figura 54B. Esta funciôn se 
encontraba también disminuida (25808±4358 cpm; P<0,001) en las mujeres con ansiedad 
en relaciôn a las pertenecientes al grupo control (41799+1399 cpm). Por ultimo, en lo que 
respecta a la actividad N K  (Fig. 54C), las mujeres con ansiedad mostraron un declive muy 
marcado de esta funciôn (% lisis=35+4; P < 0,001) en comparaciôn con los valores 
obtenidos en las mujeres del grupo control (% lisis=55±2).
4.1.2.1.3. Citoquinas: Interleuquina 2 y  factor de necrosis tum oral oc.
Los niveles de IL-2 en los sobrenadantes de culdvos de linfocitos estimulados con 
PHA (Fig. 55A) fueron menores (P<0,001) en mujeres ansiosas (118+29 pg/m l) con 
respecto a las control (251 + 19 pg/m l), mientras que los de T N F-a, valorados en los 
sobrenadantes de cultivos de sangre total estimulados con LPS (Fig. 55B), se encontraban 
aumentados (P<0,05) en los sujetos ansiosos (1248+54 pg/m l) en comparaciôn con el 
grupo control (1094±49 pg/ml).
4.1.2.1.4. N iveles plasmâticos de antioxidantes totales y cortisol.
Los niveles plasmâticos de capacidad antioxidante total (Fig. 56A) se 
encontraban disminuidos (P<0,05) en mujeres ansiosas (223+11 U /m l) en comparaciôn 
con las contrôles (260±14 U/ml). Con respecto al cortisol plasmâtico (Fig. 56B), las 
mujeres ansiosas mostraron mayores niveles (37±6 ng/m l; P<0,001) comparados con los 
de las no ansiosas (12±1 ng/ml).
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Figura 54. Indice de quimiotaxis (numéro de linfocitos) (A), proliferaciôn en respuesta a PHA (cuentas por 
minuto) (B) y actividad Natural Killer (% Hsis) (C) de linfocitos humanos procedentes de sangre periférica de 
mujeres ansiosas y no ansiosas (contrôles) de la misma edad. Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 33 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por duplicado o triplicado. ***P<0,001 con respecto al valor del grupo control.
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Figura 55. Niveles de IL-2 (pg/ml) (A) en sobrenadantes de cultive de linfocitos procedentes de sangre 
periférica humana estimulados con PHA, y de TNF-a (pg/ml) (B) en sobrenadantes de cultive de sangre total 
estimulados con LPS de mujeres ansiosas y no ansiosas (contrôles) de la misma edad. Cada columna 
représenta la media ± el errer estândar de 33 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, *P<0,05 con respecto al valor 
del grupo control.
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Figura 56. Niveles plasmâticos de capacidad antioxidante total (U/ml) (A) y de cortisol (ng/ml) (B) en 
mujeres ansiosas y no ansiosas (contrôles) de la misma edad. Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 33 valores correspondientes a ese mismo niimero de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001, *P<0,05 con respecto al valor del grupo control.
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4.I.2.2. Efecto del estrés en personas sin hogar sobre la funcionalidad de leucocitos 
de sangre periférica y sobre los niveles plasm âticos de antioxidantes totales y 
cortisol.
4.1.2.2.1. Neutrôfilos: Adherencia, quim iotaxis, fagocitosis y  niveles de aniôn 
superôxido intracelulares.
En relaciôn a la capacidad de adherencia de los neutrôfïlos (Fig. 57A), las 
personas sin hogar mostraron un indice signifîcativamente menor que el de los contrôles de 
la poblaciôn general de su mismo sexo y edad (I.A.=30±3 y 49±2, respectivamente, 
P<0,001). La funciôn quimiotâctica de estas células (Fig. 57B) en personas sin techo 
(I.Q.=370±39) también se encontraba disminuida ( f< 0,001) en comparaciôn con los 
contrôles (I.Q.=578±25). Por otra parte, la capacidad fagocitica de los neutrôfilos, 
medida tanto en numéro de partfculas fagocitadas por 100 células (I.F., Fig. 57C) como en 
porcentaje de células que fagocitan (E.F., Fig. 57D), se encontraba muy disminuida 
(P<0,001) en las personas sin hogar (I.F.=68±9, E.F.=16±2) con respecto a los contrôles 
(I.F.=258+28, E.F.=61±3). Del mismo modo, los niveles de aniôn superôxido en 
muestras no estimuladas y estimuladas (Fig. 57E) fueron menores en las personas sin techo 
(33+4 y 40+5 nmol/10^ células, respectivamente; P<0,001) al compararlos con los del 
grupo control (70+4 y 93+5 n m o l/10  ^células, respectivamente).
4.1.2.2.2. Linfocitos: Adherencia, quim iotaxis, proliferaciôn y  actividad N K.
Se observô una disminuciôn (P<0,01) en la adherencia de los linfocitos de las 
personas sin hogar (I.A.=41±3), al compararla con esta misma funciôn en los linfocitos 
procedentes de contrôles de la poblaciôn general (I.A.=52±2, Fig. 58A). En relaciôn a la 
funciôn quimiotâctica (Fig. 58B), las personas sin techo mostraron un indice 
(I.Q.=224±20) signifîcativamente menor (P<0,001) que los contrôles (I.Q.=359±18). De la 
misma forma, la linfoproliferaciôn en respuesta a PHA (Fig. 58C) se encontraba 
disminuida (25375+3172 cpm; P < 0,001) en sujetos sin techo con respecto a los contrôles 
(41855±1601 cpm). Por ultimo, en relaciôn a la actividad N K  (Fig. 58D), las personas sin 
hogar mostraron también unos valores de esta funciôn (% lisis=28±4) signifîcativamente 
menores (P<0,001) que los del grupo control (% Usis=55±2).
242
Resultados
ADHERENCIA NEUTROFILOS QUIMIOTAXIS NEUTROFILOS
60
50
S 40
<  30
20  -
10  -
700 
600 
i  500
II  400
&
8  300
1
200
100
0
***
□  Contrôles Poblaciôn 
General
■  Sin T echo
350
S 300 
c  
'2B 250
C
g  2 0 0
I
ô  100 
= 50
INDICE FAGOCITOS IS 
NEUTRÔFILOS
X
***
70
I I "
42 -P 40
C G30
20
10
EFICACIA FAGOCITOSIS 
NEUTRÔFILOS
JE.
***
ANION SUPEROXIDO
120 Muestras no 
estimuladas
Muestras
estimuladas
***
Figura 57. Indice de adherencia (% neutrôfilos adhérentes) (A), indice de quimiotaxis (numéro de 
neutrôfilos) (B), indice de fagocitosis (numéro de bolas de lâtex/100 neutrôfilos) (C), eficacia de fagocitosis 
(numéro de neutrôfilos fagociticos/100 neutrôfilos) (D) y niveles de aniôn superôxido en muestras no 
estimuladas y estimuladas (nmol/10^ neutrôfilos) (E) de neutrôfilos humanos procedentes de sangre 
periférica de personas sin hogar y contrôles de igual sexo y edad. Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 40 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de 
ensayos realizados por duplicado. ***P<0,00\ con respecto al valor del grupo control.
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Figura 58. Indice de adherencia (% linfocitos adhérentes) (A), indice de quimiotaxis (numéro de linfocitos) 
(B), proliferaciôn en respuesta a PHA (cuentas por minuto) (C) y actividad Natural Killer (NK) (% Msis) (D) de 
linfocitos humanos procedentes de sangre periférica de personas sin hogar y contrôles de la poblaciôn general 
de igual sexo y edad. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 40 valores correspondientes a 
ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado o triplicado. 
***P<0,001, **P<0,01 con respecto al valor del grupo control.
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4.I.2.2.3. Citoquinas: Interleuquina 2y  factor de necrosis tumoral a.
Los niveles de IL-2 en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos estimulados con 
PHA (Fig. 59A) fueron menores (P<0,001) en personas sin hogar (104±28 pg/ml) con 
respecto a los niveles encontrados en los contrôles de la poblaciôn general (285±14 
pg/ml). Por otra parte, no se encontraron diferencias en los niveles de T N F -a  valorados 
en los sobrenadantes de cultivos de sangre total estimulados con LPS (Fig. 59B) entre los 
sujetos sin techo (1047±71 pg/m l) y los contrôles (943±52 pg/ml).
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Figura 59. Niveles de IL-2 (pg/ml) (A) en sobrenadantes de cultive de linfocitos procedentes de sangre 
periférica humana estimulados con PHA, y de TNF-a (pg/ml) (B) en sobrenadantes de cultive de sangre total 
estimulados con LPS de personas sin hogar y contrôles de la poblaciôn general de igual sexo y edad. Cada 
columna représenta la media ± el error estândar de 11 valores correspondientes a ese mismo numéro de 
sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001 con respecto al valor 
del grupo control.
4.I.2.2.4. N iv e les  p lasm âticos de antioxidantes totales y cortisol.
Los niveles plasmâticos de antioxidantes totales (Fig. 60A) fueron menores 
(P<0,05) en personas sin techo (234+13 U /m l) en comparaciôn con los contrôles (270+13 
U /ml). Finaknente, no se encontraron diferencias con respecto al cortisol plasmâtico (Fig. 
60B) entre las personas sin hogar (22±3 ng/ml) y los contrôles de la poblaciôn general 
(16±2 ng/ml), aunque se aprecia un valor numéricamente superior de los niveles en los 
primeros.
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Figura 60. Niveles plasmâticos de capacidad antioxidante total (U/ml) (A) y de cortisol (ng/ml) (B) en 
personas sin hogar y contrôles de la poblaciôn general de igual sexo y edad. Cada columna représenta la 
media ± el error estândar de 28 (A) y 17 (B) valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo 
control.
4.I.2.3. Efecto del aislam iento social durante la vejez sobre el deterioro asociado a la 
edad en la funcionalidad y el contenido en glutation de linfocitos esplénicos y 
tim icos, y en los niveles plasm âticos de corticosterona, en ratones muy viejos 
C57BL/129Sv hembras.
4.I.2.3.I. Funciôn linfocitaria: Quimiotaxis, proliferaciôn y  actividad N K
Los resultados relativos a la funciôn de linfocitos de bazo y timo se muestran en las 
figuras 61,62.
En linfocitos de bazo, las funciones que se vieron mâs afectadas por el 
aislamiento de los individuos durante su vejez fueron la quimiotaxis, que aumentô 
(P<0,001) en los muy viejos aislados con respecto a los mantenidos en grupo, y la 
proliferaciôn en respuesta al mitôgeno concanavaüna A, que se vio disminuida (P<0,05). La 
proliferaciôn en reposo (1562±388 cpm en contrôles; 1260±207 cpm en aisladas) asi como 
en respuesta a lipopoHsacârido, ni la actividad N K  de las células esplénicas sufrieron 
cambios como consecuencia del aislamiento en la vejez (Fig. 61).
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Figura 61. Actividad Natural Killer (NK) (% lisis) (A), indice de quimiotaxis (numéro de células) (B), y 
proliferaciôn (cuentas por minuto) esdmulada con concanavaüna A (ConA) (C) y üpopoüsacârido (LPS) (D) 
de ünfocitos esplénicos procedentes de ratones muy viejos hembras mantenidos en grupo (grupo) y aislados 
sociaknente de los 18 a los 24 meses de edad (aislamiento). Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 5-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (5-7 muy viejos en grupo; 5-10 
aislados). Cada valor es la media de ensayos reaüzados por dupHcado o tripHcado. ***P<0,001, *P<0,05 con 
respecto al valor del grupo control no aislado.
En linfocitos timicos, se observô una disminuciôn de la actividad N K  (P<0,001) 
asi como de la proliferaciôn esdmulada por concanavalina A (P<0,05) en los animales 
aislados sociaknente durante su vejez, con respecto a los contrôles de la misma edad 
mantenidos en grupo. La proliferaciôn en reposo (1003+149 cpm en contrôles; 1185+111 
cpm en aisladas) asi como en respuesta a kpopoksacârido, y la quimiotaxis de los knfocitos 
de timo se mantuvieron en niveles similares en ambos grupos expérimentales (Fig. 62).
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Figura 62. Actividad Natural Killer (NK) (% lisis) (A), indice de quimiotaxis (numéro de células) (B), y 
proliferaciôn (cuentas por minuto) estimulada con concanavalina A (ConA) (C) y Hpopoüsacârido (LPS) (D) 
de linfocitos timicos procedentes de ratones muy viejos hembras mantenidos en grupo (grupo) y aislados 
sociaknente de los 18 a los 24 meses de edad (aislamiento). Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 5-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (5-7 muy viejos en grupo; 5-10 
aislados). Cada valor es la media de ensayos realizados por duplicado o tripkcado. ***P<0,001, *P<0,05 con 
respecto al valor del grupo control no aislado.
4.I.2.3.2. Citoquinas: Interleuquina 2 y  factor de necrosis tum oral a.
Los niveles de IL-2 en los sobrenadantes de cultivo de linfocitos en presencia de 
concanavalina A fueron similares para ambos grupos expérimentales, tanto en bazo 
(27,73±2,27 pg/m l en 7 contrôles; 27,48±3,69 pg/m l en 7 aislados) como en timo 
(16,38±2,21 pg/m l en 6 contrôles; 14,55±1,97 pg/m l en 9 aislados).
Con respecto a los niveles de T N F -a  en los sobrenadantes de cultivo de linfocitos 
en respuesta a lipopoHsacârido, aumentaron (P<0,05) en el bazo de los ratones muy viejos 
hembras aislados en la vejez en relaciôn a los valores encontrados en las hembras de la 
misma edad mantenidas en grupo (Fig. 63).
248
Resultados
A
250,
200
£ 1501
100
50
TNF-a BAZO B
150,
100
'Sb
50
TNF-a TIMO
□  GRUPO 
■  AISLAMIENTO
Figura 63. Niveles de TNF-a en sobrenadantes de cultivos de linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B) 
estimulados con Hpopolisacârido, procedentes de ratones muy viejos hembras mantenidos en grupo (grupo) y 
aislados sociaknente de los 18 a los 24 meses de edad (aislamiento). Cada columna représenta la media ± el 
error estândar de 6-8 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (6-7 muy viejos en grupo; 7-8 
aislados). Cada valor es la media de ensayos realizados por duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del grupo 
control no aislado.
4.1.2 3.3. D efensa antioxidante: N iveles intralinfocitarios de glutation total.
Los niveles de glutation (GSH) intracelular disminuyeron en los linfocitos de bazo 
procedentes de los ratones muy viejos hembras aislados con respecto a los mantenidos en 
grupo (P<0,01); hecho que no se reprodujo en los linfocitos timicos, donde el contenido 
intracelular de GSH fue similar para ambos grupos (Fig. 64).
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Figura 64. Valores de glutation (GSH) (nmol/mg protema) en knfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B) 
procedentes de ratones muy viejos hembras mantenidos en grupo (grupo) y aislados sociaknente de los 18 a 
los 24 meses de edad (aislamiento). Cada columna représenta la media ± el error estândar de 6-9 valores 
correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (6 muy viejos en grupo; 7-9 aislados). Cada valor es la media 
de ensayos reakzados por dupkcado. **P<0,01 con respecto al valor del grupo control no aislado.
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4.I.2.3.4. N iveles plasm âticos de corticosterona.
Los valores de corticosterona plasmâtica fueron signifîcativamente mayores 
(P<0,05) en los muy viejos aislados en relaciôn a las contrôles de la misma edad 
mantenidos en grupo (Fig. 65).
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Figura 65. Niveles corticosterona (ng/ml) en plasma procedente de ratones muy viejos hembras mantenidos 
en grupo (grupo) y aislados sociaknente de los 18 a los 24 meses de edad (aislamiento). Cada columna 
représenta la media ± el error estândar de 7-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (7 
muy viejos en grupo; 10 aisladas). Cada valor es la media de ensayos realizados por duplicado. *P<0,05 con 
respecto al valor del grupo control no aislado.
4.1.3. Envejecimiento patolôgico: M odèle murino para la enfermedad de Alzheimer.
Cambios asociados a la enferm edad de A lzheim er en la funcionalidad y  e l 
contenido en glutation de linfocitos esplénicos y  tim icos. y  en lo s niveles 
plasm âticos de corticosterona, en ratones m achos y  hem bras viejos triple- 
transgénicos para esta enferm edad
4.1.3.1. Funciôn linfocitaria: Quim iotaxis, proliferaciôn y  actividad N K.
Los resultados relativos a la funciôn de linfocitos de bazo y timo se muestran en la 
tabla 23 y en las figuras 66-68.
En contrôles no transgénicos, se observô un efecto general de la edad aumentando 
la quimiotaxis de los linfocitos esplénicos y tim icos (P<0,001). Las diferencias en 
funciôn del sexo en esta funciôn sôlo fueron significativas en el caso de los ünfocitos de 
timo (P<0,05), cuya quimiotaxis fue mayor en hembras que en machos. No obstante, la 
edad tuvo un efecto diferencial en funciôn del sexo en ambos ôrganos (P<0,05 y P<0,01, 
respectivamente). Asi, el anâüsis estadistico mâs exhaustivo revelô valores similares en
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Tabla 23. Indice de quimiotaxis (numéro de linfocitos), proliferaciôn (cuentas por minuto) no estimulada 
(basai) y estimulada con concanavalina A (ConA) y Hpopolisacârido (LPS), y actividad Natural Killer (% Hsis)
Funciôn linfocitos Adultos NTg
Viejos
NTg 3xTgAD
Indice quimiotaxis (n" linfocitos)
Bazo
Hembras 1230±372 55101340 84681338
Machos 1441 ±387 42271377 43711448
Timo
Hembras 10301282 57661298 85441411
Machos 11191291 42951246 51411344
Proliferaciôn basai (cuentas por minuto)
Bazo
Hembras 16871460 10881198 13211255
Machos 935132 8731170 14621471
Timo
Hembras 896186 427135 536159
Machos 903173 306131 421126
Proliferaciôn en respuesta a ConA (cuentas por minuto)
Bazo
Hembras 19751502 21761398 25771327
Machos 17811404 22871183 21871234
Timo
Hembras 10341102 423141 377133
Machos 848158 273119 427136
Proliferaciôn en respuesta a LPS (cuentas por minuto)
Bazo
Hembras 33961814 1380911373 133731554
Machos 26091544 1408011077 643411094
Timo
Hembras 12101108 480142 435169
Machos 10881118 307141 407136
Actividad Natural Killer lisis)
Bazo
Hembras 3215 3814 3313
Machos 2915 3512 3111
Timo
Hembras 4618 5412 4512
Machos 3614 5212 1312
Se muestra la media ± el error estândar de 6-13 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaHzados por dupHcado o tripHcado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD 
= triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
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hembras y machos adultos, mientras que el aumentô debido a la edad (P<0,001 tanto en 
hembras como en machos) tendiô a ser mayor en hembras que en machos viejos para la 
quimiotaxis de linfocitos esplénicos, hecho que se hizo significativo en el timo (P<0,01) 
(Fig. 66A,B).
Con respecto a la enfermedad de Alzheimer en individuos viejos, ésta tuvo un 
efecto general aumentando la funciôn quimiotâctica de los linfocitos de bazo y timo en 
relaciôn a los valores en viejos no transgénicos (P<0,001). Considerando ûnicamente la 
variable sexo, se observô de forma general una mayor quimiotaxis en las hembras que en 
los machos para ambas localizaciones (P<0,001). De manera interesante, el Alzheimer tuvo 
un efecto diferencial sobre esta funciôn dependiendo del sexo (P<0,001 y P<0,01, 
respectivamente). De esta forma, el anâlisis estadistico profundo revelô que el aumentô en 
la funciôn quimiotâctica en individuos viejos debido a esta enfermedad se produce sôlo en 
las hembras (P<0,001) (Fig. 66A,B).
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Figura 66. Indice de quimiotaxis (numéro de células) de linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B). Cada 
columna représenta la media ± el error estândar de 6-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de 
sujetos (8-10 adultos y viejos no transgénicos, y hembras viejas triple transgénicas; 6 machos viejos triple 
transgénicos). Cada valor es la media de ensayos realizados por dupHcado. ***P<0,001 con respecto al valor 
del grupo de adultos no transgénicos del mismo sexo; ###P<0,001 con respecto al valor del grupo de viejos 
no transgénicos del mismo sexo; •••P<0,001, ••P<0,01 con respecto al valor de las hembras del mismo grupo. 
H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple transgénicos para la enfermedad de 
Alzheimer.
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En relaciôn a la proliferaciôn de linfocitos esplénicos, no se observaron 
diferencias entre les grupos considerados, ni en estado de repose ni en respuesta al 
mitôgeno concanavalina A, si bien a nivel basai se observé una tendencia hacia mayores 
niveles en las hembras que en los machos no transgénicos.
En contrôles no transgénicos, se observé un efecto general de la edad aumentando 
la linfoproliferacién inducida por lipopolisacàrido (P<0,001). Este aumento debido a la 
edad se produjo de forma similar tanto en hembras como en machos viejos no transgénicos 
(P<0,001), mostrando ambos grupos valores similares (Fig. 67A).
Con respecte a la enfermedad de Alzheimer en individuos viejos, ésta tuvo un 
efecto general disminuyendo la funcién proliferativa de los linfocitos esplénicos en 
respuesta a lipopolisacàrido en relacién a los valores en viejos no transgénicos (P<0,001). 
Considerando ünicamente la variable sexe, se observé de forma general una mayor 
proliferacién en las hembras que en los machos (P<0,01). De manera interesante, el 
Alzheimer tuvo un efecto diferencial sobre esta funcién dependiendo del sexo (P<0,01). 
Asi, el anàlisis estadistico profundo révélé que la disminucién en la funcién proliferativa en 
individuos viejos debido a esta enfermedad se produce sélo en los machos (P<0,001), 
mostrando éstos valores menores a los de las hembras de su misma condicién (P<0,01) 
(Fig. 67A).
En el caso de la proliferacién de linfocitos procedentes de timo, se observé un 
efecto general de la edad disminuyendo esta funcién (P<0,001), tanto en hembras como en 
machos (P<0,001) y en todas las condiciones expérimentales estudiadas.
La enfermedad de Alzheimer en individuos viejos tuvo un efecto general 
aumentando la funcién proliferativa de los linfocitos timicos en reposo en comparacién 
con los valores en viejos no transgénicos (P<0,05). Considerando ünicamente la variable 
sexo, se observé de forma general una mayor proliferacién basai en las hembras que en los 
machos (P<0,05). No obstante, el anàlisis estadistico profundo no révélé diferencias 
significativas entre ninguno de los grupos considerados individualmente, mostrando valores 
similares hembras y machos viejos no transgénicos y triple transgénicos para la enfermedad 
de Alzheimer (Fig. 67B).
En el caso de la proliferacién de linfocitos timicos inducida por concanavalina A en 
contrôles no transgénicos, las hembras mostraron globalmente mayores valores que los 
machos (P<0,05), mientras que ambos sexos respondieron con valores similares en 
respuesta a lipopoHsacàrido. No obstante, en ambos casos, el anàlisis estadistico posterior
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dio a conocer que hembras y machos adultos muestran valores similares, mientras que Las 
hembras viejas presentan mayores valores que los machos (P<0,05), debido a que la 
disminucién de dichas funciones con la edad en aquéllas es menor que en éstos.
Por otra parte, el efecto de la enfermedad de Alzheimer en viejos dependié del 
género de los individuos en el caso de la respuesta a concanavalina A (P<0,01), siendo nulo 
en las hembras y estimulador en el caso de los machos con respecto a sus congénères no 
transgénicos de la misma edad (P<0,05). Asi, hembras y machos viejos transgénicos 
mostraron valores similares de proliferacién de linfocitos timicos en respuesta a 
concanavalina A.
En el caso del lipopolisacàrido, existié una tendencia hacia mayores niveles de 
respuesta en hembras viejas no transgénicas y triple transgénicas para la enfermedad de 
Alzheimer que en machos. El Alzheimer no produjo efecto alguno sobre esta respuesta, si 
bien hembras y machos mostraron valores similares (Fig. 67B).
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Figura 67. Proliferaciôn (cuentas por minuto) de linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B) no 
estimulados (basai) y estimulados con concanavalina A (ConA) y lipopoHsacàrido (LPS). Cada columna 
représenta la media ± el error estândar de 6-13 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (7- 
13 adultos no transgénicos; 9-10 viejos no transgénicos, y hembras viejas triple transgénicas; 6 machos viejos 
triple transgénicos). Cada valor es la media de ensayos reaüzados por tripHcado. ***P<0,001 con respecto al 
valor del grupo de adultos no transgénicos del mismo sexo; ###P<0,001, #P<0,05 con respecto al valor del 
grupo de viejos no transgénicos del mismo sexo; ••P<0,01, •P<0,05 con respecto al valor de las hembras del 
mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer.
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Con respecto a la citotoxicidad natural de los linfocitos esplénicos, los valores 
de esta funciôn en dicha localizaciôn fueron similares en todos los grupos considerados 
(Fig. 68A).
En contrôles no transgénicos, se observé un efecto general de la edad aumentando 
la actividad N K  de los linfocitos tim icos (P<0,01). No obstante, el anàlisis estadistico 
posterior révélé que este aumento se produce de forma significativa ünicamente en machos 
(f<0,05).
Con respecto a la enfermedad de Alzheimer en individuos viejos, ésta tuvo un 
efecto general disminuyendo la funcién N K  de los linfocitos de timo en relacién a los 
valores en viejos no transgénicos (P<0,001). Considerando la variable sexo de forma 
independiente, se observé una menor funcién citotéxica en dicha localizacién en machos 
con respecto a hembras (P<0,001). Nuevamente, el Alzheimer tuvo un efecto diferencial 
dependiendo del sexo (P<0,001). De esta forma, el anàlisis estadistico profundo révélé que 
la disminucién en la actividad N K  de los linfocitos de timo debida a esta enfermedad es 
mayor en machos que en hembras (P<0,001 y P<0,05 con respecto a los valores en viejos 
no transgénicos del mismo sexo, respectivamente). Asi, si bien los valores eran similares en 
hembras y machos viejos no transgénicos, éstos fueron significativamente menores 
(P<0,001) en los machos que en las hembras triple transgénicos (Fig. 68B).
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Figura 68. Actividad Natural Killer (NK) (% lisis) de linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B). Cada 
columna représenta la media ± el error estândar de 6-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de 
sujetos (7-9 adultos no transgénicos; 9-10 viejos no transgénicos, y hembras viejas triple transgénicas; 6 
machos viejos triple transgénicos). Cada valor es la media de ensayos realizados por tripHcado. *P<0,05 con 
respecto al valor del grupo de adultos no transgénicos del mismo sexo; ###P<0,001, #P<0,05 con respecto 
al valor del grupo de viejos no transgénicos del mismo sexo; •••P<0,001 con respecto al valor de las hembras 
del mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer.
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4.I.3.2. Citoquinas: Interleuquina 2 y  factor de necrosis tum oral oc.
La tabla 24 y la figura 69 muestran los resultados obtenidos con respecto a los 
niveles de IL-2 inducidos por concanavalina A y de TN F-a estimulados por 
lipopolisacàrido en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos esplénicos y timicos.
Tabla 24. Niveles (pg/ml) de IL-2 en sobrenadantes de cultivos estimulados con concanavalina A, y de TNF-
Niveles de citoquinas 
(pg/ml)
Adultos NTg
Viejos
NTg 3xTgAD
IL-2
Bazo
Hembras 32±6 37±5 60±4
Machos 52±6 62±7 31±6
Timo
Hembras 24±2 17±2 16±2
Machos 20±2 19±2 20±3
TNF-a
Bazo
Hembras 104±7 104±3 157±12
Machos 97±4 99±5 155±14
Timo
Hembras 97±2 109±3 121±6
Machos 90±2 108±3 105±5
Se muestra la media ± el error estândar de 6-13 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
Con respecto a los niveles de IL-2 en sobrenadantes de cultive de linfocitos
esplénicos de contrôles no transgénicos, se observé un efecto general del sexo (P<0,001), 
siendo los valores mayores en machos que en hembras. El anàlisis estadistico posterior 
révélé que taies diferencias por género sélo eran significativas en los individuos viejos 
(P<0,01). Por otra parte, la enfermedad de Alzheimer en viejos tuvo un efecto diferencial 
dependiendo del sexo (P<0,001), aumentando los niveles de dicha citoquina en las hembras 
(P<0,05) y disminuyéndolos en los machos (P<0,01). Asi, los niveles de IL-2 en los 
sobrenadantes de cultivos de linfocitos esplénicos procedentes de machos viejos triple 
transgénicos fueron significativamente menores que los de las hembras del mismo grupo 
(P<0,01) (Fig. 69A).
En el caso del timo, se observé un efecto general de la edad (P<0,05) 
disminuyendo los valores de IL-2, pero el anàlisis estadistico posterior dio a conocer que
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Figura 69. Niveles (pg/ml) de IL-2 en sobrenadantes de cultivos estimulados con concanavalina A, y de 
TNF-a en sobrenadantes de cultivos estimulados con Hpopoüsacârido, de linfocitos murinos esplénicos (A) y 
timicos (B). Cada columna représenta la media ± el error estândar de 6-13 valores correspondientes a ese 
mismo numéro de sujetos (8-13 adultos no transgénicos; 9-10 viejos no transgénicos, y hembras viejas triple 
transgénicas; 6 machos viejos triple transgénicos). Cada valor es la media de ensayos realizados por duplicado. 
***P<0,00\, **P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo de adultos no transgénicos del mismo sexo; 
###P<0,001, ##P<0,01, #P<0,05 con respecto al valor del grupo de viejos no transgénicos del mismo 
sexo; ••P<0,01 con respecto al valor de las hembras del mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no 
transgénicos; 3xTgAD = triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
dicho efecto sôlo era signifîcativo en el caso de las hembras (P<0,01). Los niveles de IL-2 
en sobrenadantes de cultivos de linfocitos timicos fueron similares en hembras y machos 
viejos no transgénicos y triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer (Fig. 69B).
Ademâs, los niveles de T N F-a en sobrenadantes de cultive de Hnfocitos 
esplénicos fueron similares en hembras y machos adultos y viejos no transgénicos. No 
obstante, la enfermedad de Alzheimer en viejos produjo un aumento general en los niveles 
de dicha citoquina pro-inflamatoria (P<0,001), tanto en hembras como en machos 
(P<0,001), de manera que todos los individuos viejos triple transgénicos, con
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independencia del género, presentaron similares niveles, aumentados con respecto a los 
valores en animales viejos control (Fig. 69A).
En el caso del timo, la edad produjo un aumento general en los valores de TN F-a 
(P<0,001), que fue mas significativo en los machos (P<0,001) que en las hembras (P<0,01), 
pero presentando ambos sexos niveles similares tanto en el grupo adulto como en el viejo. 
Los sujetos viejos triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer mostraron niveles 
similares de TN F-a a los présentes en viejos control (Fig. 69B).
4.I.3.2. Defensa antioxidante: N iveles intralinfocitarios de glutation total.
La tabla 25 y la figura 70 muestran los resultados obtenidos en relacion al contenido 
en glutation total (GSH) de linfocitos esplénicos y timicos.
Tabla 25. Valores de glutation (GSH) (nmol/mg protefna) en linfocitos murinos esplénicos y timicos.
GSH linfocitos 
(nmol/mg proteina)
Adultos NTg
Viejos
NTg 3xTgAD
Bazo
Hembras 28,51 ±2,76 9,97±1,99 12,01 ±2,60
Machos 27,73±3,78 2,43±0,31 3,41 ±0,34
Timo
Hembras 13,93±1,63 2,05±0,30 1,92±0,34
Machos 12,71 ±1,74 2,34±0,31 2,82±0,66
Se muestra la media ± el error estândar de 6-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaüzados por dupücado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
En contrôles no transgénicos, se observé un efecto general de la edad 
disminuyendo el contenido en GSH de los linfocitos esplénicos y timicos (P<0,001). El 
anâhsis estadistico posterior révélé valores similares en hembras y machos adultos. La 
disminucién debida a la edad (P<0,001 tanto en hembras como en machos) fue mayor en 
machos que en hembras viejos para los niveles de GSH en Hnfocitos esplénicos (P<0,05), y 
similar para ambos sexos en el caso del timo (Fig. 70A,B).
Con respecto a la enfermedad de Alzheimer en individuos viejos, no se observaron 
diferencias en relacién a los valores en viejos no transgénicos (Fig. 70A,B).
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Figura 70. Valores de glutation (GSH) (nmol/mg proteina) en linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos 
(B). Cada columna représenta la media ± el error estândar de 6-14 valores correspondientes a ese mismo 
numéro de sujetos (13-14 adultos no transgénicos; 6-10 viejos no transgénicos, y hembras viejas triple 
transgénicas; 6 machos viejos triple transgénicos). Cada valor es la media de ensayos realizados por duplicado. 
***P<0,001 con respecto al valor del grupo de adultos no transgénicos del mismo sexo; •P<0,05 con respecto 
al valor de las hembras del mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = 
triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
4.I.3.3. N iveles plasm âticos de corticosterona.
La tabla 26 y la figura 71 muestran los resultados obtenidos en cuanto a los niveles 
plasmâticos de corticosterona.
Tabla 26. Niveles plasmâticos de corticosterona (ng/ml).
Corticosterona
(ng/ml)
Adultos NTg
Viejos
NTg 3xTgAD
Hembras 181,30± 13,69 62,80±5,95 58,79±9,54
Machos 21,86±1,62 21,90±4,76 79,60±5,07
Se muestra la media ± el error estândar de 6-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
En contrôles no transgénicos, se observé un efecto general de la edad, de manera 
que los niveles de corticosterona en plasma fueron mayores en adultos que en viejos 
(P<0,001). Considerando la variable sexo de forma independiente, las hembras mostraron 
mayores valores que los machos (P<0,001). De manera interesante, la edad tuvo un efecto 
diferencial en funciôn del sexo (P<0,001). Asi, el anàlisis estadistico mas exhaustivo révélé
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valores mayores en hembras que machos adultos (P<0,001), mientras que la disminucién 
debida a la edad se produjo ünicamente en las hembras (P<0,001), pero no en los machos. 
N o obstante, en viejos no transgénicos, las hembras siguieron mostrando mayores niveles 
de corticosterona plasmadca que los machos (P<0,001) (Fig. 71).
Con respecto a la enfermedad de Alzheimer en individuos viejos, ésta tuvo un 
efecto general aumentando la corticosterona en plasma (P<0,001). Este efecto fue 
diferencial dependiendo del sexo (P<0,001), de forma que el aumento en los niveles de 
corticosterona plasmatica en viejos triple transgénicos en relacién a los individuos de la 
cepa salvaje de la misma edad se produjo sélo en los machos (P<0,001), y no en las 
hembras. Asi, todos los viejos triple transgénicos mostraron valores similares con 
independencia de su género (Fig. 71).
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Figura 71. Niveles plasmâticos de eorticosterona (ng/ml). Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 6-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (14 adultos no transgénicos; 8-10 
viejos no transgénicos, y hembras viejas triple transgénicas; 6 machos viejos triple transgénicos). Cada valor es 
la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001 con respecto al valor del grupo de adultos no 
transgénicos del mismo sexo; ###P<0,001 con respecto al valor del grupo de viejos no transgénicos del 
mismo sexo; •••P<0,001 con respecto al valor de las hembras del mismo grupo. H = hembras; M = machos; 
NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
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4.2. POSTBLES ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA CALIDAD D E VIDA E N  
EL ENVETECIM IENTO.
4.2.1. Antioxidantes.
E fecto de la N -acetilcisteina sobre la funcionalidad de leucocitos de sangre 
periférica y  el estado redox en m uieres postm enopâusicas
4.2.1.1. Capacidad funcional de los leucocitos.
4 2.1.1.1. Neutrôfilos: Adherencia, quim iotaxis, fagocitosis y  niveles de aniôn 
superôxido intracelulares.
Los resultados obtenidos en relaciôn a la funciôn de neutrôfilos en mujeres de 30- 
49 anos, y en mujeres postmenopâusicas de mâs de 49 anos antes y después de la 
administraciôn de N-acetilcistema (NAC), se muestran en la tabla 27 y en la figura 72.
La comparacién de los valores obtenidos en mujeres de 30-49 anos y previos al 
tratamiento en mujeres de 50-69 anos y mayores de 69, révélé un efecto general de la edad 
disminuyendo las capacidades quimiotâctica y fagocitica (P<0,001) de los neutrôfilos, y 
aumentando los niveles de aniôn superôxido en estas mismas células tanto en estado basai 
(P<0,001) como en presencia de esti'mulo (P<0,05). Estos cambios se observaron ya 
mayoritariamente a partir de la década de los 50 y se mantuvieron en la de los 70, siendo 
mâs relevantes en esta ultima sélo en el caso de los niveles de aniôn superôxido, y 
especialmente a nivel basai (Fig. 72D). La capacidad de adherencia de neutrôfilos no 
mostrô cambios a lo largo de la edad.
La administraciôn de NAC produjo una disminucién en la adhesion  de los 
neutrôfilos (Fig. 72A), que se observé a los 2 meses de tratamiento tanto en la década de 
los 50 (P<0,01) como en la de los 70 (P<0,001), y fue mâs relevante a los 4 meses 
(P<0,001). El efecto se mantuvo 3 meses después de finalizar el tratamiento (P<0,05). En 
ambos grupos de mujeres postmenopâusicas, a lo largo del tratamiento la adherencia 
alcanzô valores por debajo de los obtenidos en el grupo control de edad adulta (30-49 
anos) (ej. P<0,001 con 4 meses de NAC).
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Tabla 27. Indice de adherencia (% neutrôfilos adhérentes), indice de quimiotaxis (numéro de neutrôfilos), 
indice de fagocitosis (numéro de bolas de latex/100 neutrôfilos), y niveles de aniôn superôxido en muestras 
no estimuladas y estimuladas (nmol/10^  neutrôfilos) de neutrôfilos humanos procedentes de sangre periférica 
de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de mujeres postmenopâusicas de 50-69 aùos y de mâs de 69 afios 
previo a la administraciôn de N-acetilcisteina (NAC), a los 2 y 4 meses de haberse iniciado dicha
Funciôn neutrôfilos Previo NAC 2 meses NAC 4 meses NAC 3 meses tras NAC
Indice adherencia (% neutrôfilos adhérentes)
30-49 afios 45±2
50-69 afios 43±4 29±2 23±2 33±3
> 70 afios 46±5 31±3 25±2 30±4
Indice quimiotaxis (n" neutrôfilos)
30-49 afios 591±13
50-69 afios 372±30 448±31 633±51 767±41
> 70 afios 353±34 595±41 650±43 762±47
Indice fagocitosis (n" bolas de lâtex/100 neutrôfilos)
30-49 afios 402±50
50-69 afios 105±18 151±19 222±17 192±27
> 70 afios 82±15 156±26 195±14 175±17
Aniôn superôxido no estimulado (nmol/10® neutrôfilos)
30-49 afios 39±2
50-69 afios 49±5 38±2 37±3 48±5
> 70 afios 61±4 48±5 42±5 47±3
Aniôn superôxido estimulado (nmol/10^ neutrôfilos)
30-49 afios 65±4
50-69 afios 82±7 53±3 52±3 69±6
> 70 afios 88±6 70±6 58±6 66±5
Se muestra la media ± el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
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Dicha disminuciôn en la adherencia fue coincidente con el aumento progresivo en 
la capacidad quimiotâctica de estas células (Fig. 72B), que se aprecio a los 2 meses del 
inicio de la adrninistraciôn de NAC tanto en mujeres de 50-69 (P<0,05) anos como en las 
mayores de 69 (P<0,001), y fue mâs relevante con 4 meses de tratamiento (P<0,001) e 
incluse 3 meses después de terminada la administraciôn (P<0,001). La quimiotaxis de 
neutrôfilos en mujeres postmenopâusicas Uegô a igualar a la de mujeres de 30-49 anos tras 
2 o 4 meses de administraciôn oral de NAC (en mujeres mayores de 69 y en las de 50-69, 
respectivamente), e incluso la superô 3 meses después de finalizada (P<0,001 en mujeres de 
50-69 anos, P<0,01 en las de mâs de 69).
La capacidad fagocitica de los neutrôfilos también se vio mejorada como 
consecuencia de la administraciôn de NAC (Fig. 72C), apareciendo aumentada ya a los 2 
meses de tratamiento tanto en mujeres de 50-69 anos (P<0,05) como en las de mâs de 69 
(P<0,001), y con mayor relevancia a los 4 meses (P<0,001). Este efecto se mantuvo 3 
meses después de terminât el tratamiento (P<0,01). Los valores de esta funciôn se 
aproximaron a los de personas mâs jôvenes gracias a la ingesta del antioxidante (P<0,001 
en mujeres de 50-69 anos previo al tratamiento, P<0,01 con 4 meses de NAC).
Con respecto a los niveles intracelulares de aniôn superôxido en estado de reposo 
de los neutrôfilos (Fig. 72D), se observé una disminuciôn de los mismos detectable ya a los 
2 meses de tratamiento de NAC, que se mantuvo a los 4 meses. Tal disminuciôn fue mâs 
significativa en las mujeres mayores de 69 anos (P<0,01) que en las de 50-69 (P<0,05), 
siendo aquéllas por otra parte las que presentaron niveles iniciales mâs aumentados 
(P<0,001). El efecto beneficioso se mantuvo en eUas 3 meses después de la finalizaciôn del 
tratamiento (P<0,05). Los niveles de superôxido en estado basai de mujeres 
postmenopâusicas se igualaron a los de mujeres mâs jôvenes como consecuencia de la 
suplementaciôn con el antioxidante.
La figura 72D muestra también los resultados obtenidos en relaciôn a los niveles 
intracelulares de superôxido en neutrôfilos estimulados. Dicho s niveles disminuyeron con 2 
meses de administraciôn de NAC tanto en mujeres postmenopâusicas de 50-69 anos 
(P<0,001) como en las mayores de 69 (P<0,01), hecho que se hizo mâs relevante con 4 
meses de tratamiento (P<0,001). El efecto se mantuvo en ambos grupos de edad (P<0,05 y 
P<0,01, respectivamente). Los niveles de aniôn superôxido estimulados en mujeres 
postmenopâusicas se aproximaron e igualaron a los de mujeres mâs jôvenes gracias al
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tratamiento (mujeres de mas de 69 anos), e incluso alcanzaron niveles por debajo de los 
encontrados en estas (P<0,05, mujeres de 50-69 anos).
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4.2.I.I.2. Linfocitos: Adherencia, quim iotaxis, proliferaciôn y  actividad N K.
Los resultados correspondientes a la funciôn linfocitaria en mujeres de 30-49 anos, 
y en mujeres postmenopâusicas de mâs de 49 anos antes y después de la administraciôn de 
NAC, se muestran en la tabla 28 y en la figura 73.
La comparaciôn de los valores obtenidos en mujeres de 30-49 anos y previos al 
tratamiento en mujeres de 50-69 anos y mayores de 69, mostrô un efecto general de la edad 
disminuyendo las capacidades quimiotâctica, proliferativa en respuesta a mitôgenos y 
citotôxica (P<0,001) de los leucocitos mononucleares. Estas diferencias se observaron ya a 
partir de la década de los 50 y se mantuvieron en la de los 70, siendo mâs relevantes en esta 
ultima sôlo en el caso de la linfoproliferaciôn en respuesta a PHA (Fig. 73C). La capacidad 
de adherencia de los linfocitos no mostrô cambios a lo largo de la edad.
El tratamiento con NAC condujo a una disminuciôn en la adhesion de los 
linfocitos (Fig. 73A), que se observô a los 2 meses de tratamiento tanto en la década de los 
50 (P<0,05) como en la de los 70 (P<0,01), y fue mâs significativa a los 4 meses (P<0,001). 
El efecto se mantuvo 3 meses después de finalizar el tratamiento en las mujeres mayores de 
69 anos (P<0,05). En ambos grupos de mujeres postmenopâusicas, la adherencia alcanzô 
valores por debajo de los obtenidos en el grupo control de edad adulta (30-49 anos), con 4 
meses de administraciôn de NAC (P<0,001 y P<0,01, respectivamente).
De manera similar a lo anteriormente expuesto para el caso de los neutrôfilos, la 
disminuciôn en la adherencia de los linfocitos fue coincidente con el aumento progresivo 
en su capacidad quimiotâctica a lo largo del tratamiento (Fig. 73B), que se apreciô a los 2 
meses del inicio de la administraciôn de NAC en ambos grupos de edad (P<0,001), y fue 
mâs relevante con 4 meses (P<0,001). El efecto se mantuvo 3 meses después de terminada 
la administraciôn (P<0,001 y P<0,05, respectivamente). Por otra parte, la capacidad de 
quimiotaxis de linfocitos en mujeres postmenopâusicas igualô a la de mujeres de 30-49 
anos tras 2 meses de suplementaciôn con NAC en las de 50-69 anos, y Uegô a superaria con 
4 meses de administraciôn del antioxidante en ambos grupos expérimentales (P<0,001 en 
mujeres de 50-69 anos, P<0,05 en las de mâs de 69). Esta funciôn se mantuvo al nivel de 
personas mâs jôvenes 3 meses después de concluido el tratamiento.
Ademâs, la capacidad proliferativa de los linfocitos en respuesta a PHA se vio 
mejorada de manera progresiva como consecuencia de la administraciôn de NAC (Fig. 
73C), apareciendo aumentada ya a los 2 meses de tratamiento tanto en mujeres de 50-69
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Tabla 28. Indice de adherencia (% linfocitos adhérentes), indice de quimiotaxis (numéro de linfocitos), 
proliferaciôn en respuesta a PHA (cuentas por minuto) y actividad 'Natural Killer (% lisis) de linfocitos 
humanos procedentes de sangre periférica de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de mujeres 
postmenopâusicas de 50-69 anos y de mâs de 69 anos previo a la administraciôn de N-acetilcisteina (NAC), a
Funciôn linfocitos Previo NAC 2 meses NAC 4 meses NAC 3 meses tras NAC
indice adherencia (% linfocitos adhérentes)
30-49 anos 46±3
50-69 anos 46±4 39±4 2812 4314
> 70 anos 51±4 41 ±4 3412 4014
Indice quimiotaxis (n° linfocitos)
30-49 anos 403±23
50-69 anos 220±20 351 ±25 628135 347131
> 70 anos 214±26 308±29 563162 352145
Proliferaciôn en respuesta a PHA (cuentas por minuto)
30-49 anos 43594±1162
50-69 anos 16972±2074 23060±1961 2708811765 3211612759
> 70 anos 6722±1383 1212911816 1838312416 2421813324
Actividad Natural Killer (% Usis)
30-49 anos 60±2
50-69 anos 23±3 3413 5014 3413
> 70 anos 15±2 2813 4214 3814
Se muestra la media ± el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado o tripHcado.
anos (P<0,05) como en las de mâs de 69 (P<0,01), y con mayor relevancia a los 4 meses 
(P<0,001) e incluso 3 meses después de terminar la suplementaciôn (P<0,001). Los valores 
de esta funciôn se aproximaron a los de personas mâs jôvenes gracias a la ingesta del 
antioxidante. Asi, por ejemplo, la linfoproliferaciôn de mujeres mayores de 69 anos igualô a 
la de las mujeres de 50-69 ya con 2 meses de NAC, manteniéndose a ese nivel a lo largo de 
todo el estudio. Por su parte, la funciôn linfoproliferadva en mujeres de 50-69 anos 
también se aproximô progresivamente a la de las mujeres de 30-49 (P<0,001 a nivel inicial, 
P<0,01 tras 3 meses de finalizar la administraciôn de NAC).
Por ultimo, en relaciôn a la actividad citotôxica de los leucocitos mononucleares 
(Fig. 73D), se observô un aumento de esta funciôn ya a los 2 meses de tratamiento con 
NAC tanto en las mujeres de 50-69 anos (P<0,01) como en las mayores de 69 (P<0,001), 
que fue mâs relevante a los 4 meses (P<0,001). El efecto beneficioso se mantuvo 3 meses
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después de la finalizaciôn del tratamiento (P<0,01 y P<0,001, respectivamente). La funciôn 
N K  de los leucocitos mononucleares de mujeres postmenopâusicas se aproximô a la de 
mujeres mâs jôvenes de 30-49 anos gracias a la suplementaciôn con el antioxidante 
(P<0,001 a nivel inicial en mujeres de 50-69 anos, P<0,05 con 4 meses de NAC).
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obtenido en las mujeres de 50-69 anos.
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4.2.1.1.3. Citoquinas: Interleuquina 2, factor de necrosis tum oral a e interleuquina 8.
Los resultados correspondientes a los niveles de IL-2 en sobrenadantes de cultivos 
de leucocitos mononucleares estimulados con PHA, y de TN F-a e IL-8 en sobrenadantes 
de cultivos de sangre total estimulados con LPS de mujeres de 30-49 anos, y de mujeres 
postmenopâusicas de mâs de 49 anos antes y después de la administraciôn de NAC, se 
presentan en la tabla 29 y en la figura 74.
Tabla 29. Niveles de IL-2 (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo de linfocitos procedentes de sangre periférica 
Humana estimulados con PHA, y de TNF-a (pg/ml) e IL-8 (pg/ml) en sobrenadantes de cultivo de sangre 
total estimulados con LPS, de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de mujeres postmenopâusicas de 50-69 
anos y de mâs de 69 anos previo a la administraciôn de N-acetilcisteina (NAC), a los 2 y 4 meses de haberse
Niveles de citoquinas 
(pg/ml)
Previo NAC 2 meses NAC 4 meses NAC 3 meses tras NAC
IL-2
30-49 anos 268116
50-69 anos 228123 278118 295119 256121
> 70 anos 138125 217126 251128 232123
TNF-a
30-49 anos 988142
50-69 anos 1111153 910153 791153 855145
> 70 anos 1116140 893143 827142 904127
IL-8
30-49 anos 26201100
50-69 anos 27731177 24621195 19631178 22821178
> 70 anos 27961120 24251156 22401169 25791116
Se muestra la media ±  el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
Con respecto a la comparaciôn de los valores obtenidos en mujeres de 30-49 anos y 
previos al tratamiento en mujeres de 50-69 anos y mayores de 69, ésta revelô un efecto 
general de la edad disminuyendo los niveles de IL-2 en los sobrenadantes de cultivo de 
linfocitos estimulados con PHA (P<0,001), que se produjo a partir de la década de los 70 
(Fig. 74A). Por otra parte, si bien no existiô un efecto significativo general de la edad en los 
niveles de TN F-a de los sobrenadantes de cultivo de sangre total en presencia de LPS, se
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Figura 74. Niveles de IL-2 (pg/ml) (A) en sobrenadantes de cultivo de linfocitos procedentes de sangre 
periférica Humana estimulados con PHA, y de TNF-a (pg/ml) (B) e IL-8 (pg/ml) (C) en sobrenadantes de 
cultivo de sangre total estimulados con LPS, de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de mujeres 
postmenopâusicas de 50-69 anos y de mâs de 69 anos previo a la administraciôn de N-acetilcisteina (NAC), a 
los 2 y 4 meses de haberse iniciado dicha administraciôn, y 3 meses después de su finalizaciôn. Cada columna 
représenta la media ± el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo ntimero de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado o triplicado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 
con respecto al valor obtenido antes de iniciarse el tratamiento. •••P<0,001, ••P<0,01, •P<0,05 con respecto 
al valor obtenido en las mujeres de 30-49 anos. ###P<0,001, ##P<0,01, #P<0,05 con respecto al valor 
obtenido en las mujeres de 50-69 anos.
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observé una tendencia al aumento, significativa a partir de la década de los 70 (P<0,05) 
(Fig. 74B). La valoracion de IL-8 en estas mismas muestras no mostrô cambios en los 
niveles de esta citoquina en funciôn de la edad (Fig. 74C).
El tratamiento con NAC condujo a un aumento en los niveles de IL-2 en los 
sobrenadantes de cultivo de linfocitos (Fig. 74A), que se observô a los 2 meses de 
tratamiento tanto en la década de los 50 (P<0,05) como en la de los 70 (P<0,01), y fue mâs 
relevante a los 4 meses (P<0,01 y P < 0,001, respectivamente). El efecto se mantuvo 3 meses 
después de finalizar el tratamiento en las mujeres mayores de 69 anos (P<0,01). Estas 
alcanzaron valores de IL-2 similares a los de mujeres mâs jôvenes gracias a la 
administraciôn de NAC, a lo largo de todo el estudio.
Con respecto a los niveles de T N F -a  en los sobrenadantes de cultivos de sangre 
total estimulados con LPS (Fig. 74B), se observô una disminuciôn de los mismos a los 2 
meses de tratamiento con NAC tanto en las mujeres de 50-69 anos (P<0,01) como en las 
mayores de 69 (P<0,001), que se mantuvo con 4 meses de administraciôn y 3 meses 
después de la finalizaciôn de la misma (P<0,001). El TN F-a alcanzô en las mujeres mayores 
de 69 anos los valores de las de 30-49 gracias a la suplementaciôn con el antioxidante, e 
incluso disminuyô por debajo de los mismos a los 4 meses de administraciôn de NAC 
(P<0,05). En las mujeres de 50-69 anos, los niveles de TN F-a también fueron menores que 
los de las mujeres de 30-49, con 4 meses de administraciôn de NAC (P<0,01) y 3 meses 
después de terminar el tratamiento (P<0,05).
Por ultimo, la administraciôn de NAC produjo una disminuciôn en los niveles de 
IL-8 en los sobrenadantes de cultivo de sangre total en presencia de LPS (Fig. 74C), que se 
observô a los 2 meses de tratamiento en ambos grupos de edad (P<0,05), y fue mâs 
relevante a los 4 meses (P<0,01). El efecto se mantuvo 3 meses después de finalizar el 
tratamiento en las mujeres de 50-69 anos (P<0,05). En las mujeres de 50-69 anos, los 
niveles de IL-8 fueron menores que los de las mujeres de 30-49, con 4 meses de 
administraciôn de NAC (P<0,01), mientras que en las mayores de 69 y en ese mismo punto 
del estudio alcanzaron valores por debajo de los présentes tanto en las mujeres de la década 
de los 50 como en las de 30 (P<0,05).
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4.2.I.2. Estado redox de leucocitos y plasma.
4.2.I.2.I. D efensa antioxidante: N iveles de glutation total en linfocitos, neutrôfilos y  
plasm a.
Los resultados obtenidos en relaciôn al contenido intracelular de glutation (GSH) 
en linfocitos y neutrôfilos asi como los niveles de este antioxidante circulantes en plasma de 
mujeres de 30-49 anos, y de mujeres postmenopâusicas de mâs de 49 anos antes y después 
de la administraciôn de NAC, se muestran en la tabla 30 y en la figura 75.
Tabla 30. Valores de glutation (GSH) en linfocitos (nmol/10^  linfocitos) (A), neutrôfilos (nmol/10'" 
neutrôfilos) (B) y plasma (pM) (C) de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de mujeres postmenopâusicas de 
50-69 anos y de mâs de 69 anos previo a la administraciôn de N-acetilcisteina (NAC), a los 2 y 4 meses de
GSH Previo NAC 2 meses NAC 4 meses NAC 3 meses tras NAC
Linfocitos (nmol/10* linfocitos)
30-49 anos 1,94±0,13
50-69 anos 0,49±0,04 0,60±0,06 0,79±0,09 1,11 ±0,15
> 70 anos 0,84±0,11 0,91 ±0,10 1,09±0,09 1,21 ±0,11
Neutrôfilos (nmol/10® neutrôfilos)
30-49 anos 1,30±0,14**
50-69 anos 0,20±0,02*** 0,31 ±0,04 0,57±0,08 0,53±0,07
> 70 anos 0,23±0,02“* 0,33±0,05 0,67±0,12 0,51 ±0,07
Plasma (pM)
30-49 anos 8,59±0,26
50-69 anos 7,11 ±0,24 7,20±0,33 7,14±0,19 7,26±0,26
> 70 anos 6,85±0,29 7,14±0,24 7,38±0,25 7,22±0,33
Se muestra la media ± el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos. 
***P<0,00\, **P<0,01 con respecto al valor obtenido en linfocitos.
En cuanto a la comparaciôn de los valores obtenidos en mujeres de 30-49 anos y 
previos al tratamiento en mujeres de 50-69 anos y mayores de 69, ésta revelô un efecto 
general de la edad disminuyendo tanto el contenido intracelular de GSH en linfocitos y 
neutrôfilos como los niveles circulantes en plasma (P<0,001). Taies cambios se observaron 
ya a partir de la década de los 50 y se mantuvieron en la de los 70. N o obstante, los 
linfocitos de mujeres mayores de 69 anos presentaron mayor contenido en GSH que las de
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50-69 anos (P<0,01) (Fig. 75A,B). En la tabla 30 se muestra ademâs que los linfocitos 
presentaron mayores niveles de GSH que los neutrôfilos ya en la edad adulta (P<0,01), 
diferencias que aumentaron con el envejecimiento a partir de la década de los 50 (P<0,001).
La administraciôn de NAC produjo un aumento en los niveles de glutation 
intracelular de linfocitos y neutrôfilos (Fig. 75A,B), efecto que no se vio reflejado en plasma 
(Fig. 75C). El aumento del glutation en las células inmunitarias se apreciô ya a los 2 meses 
de tratamiento (P<0,01 en los linfocitos y en los neutrôfilos de las mujeres de 50-60 anos, y 
P<0,05 en los neutrôfilos de las mayores de 69). Esas diferencias en el aumento de los 
niveles de glutation se hicieron mâs relevantes a los 4 meses del tratamiento (P<0,001 en 
neutrôfilos de las dos edades estudiadas y en linfocitos de mujeres de 50-69, y P<0,05 en 
los linfocitos de mujeres mayores de 69). Trascurridos 3 meses de la finalizaciôn de la 
administraciôn de NAC, se siguiô apareciendo un aumento estadisticamente significativo en 
relaciôn con el valor previo al inicio del tratamiento en los linfocitos y neutrôfilos de 
mujeres de 50-69 (P<0,001) y de mayores de 69 anos (P<0,05 en y P<0,01, 
respectivamente).
4.2.I.2.2. Marcador de dano oxidativo: N iveles plasm âticos de m alondialdehido.
Los resultados obtenidos con respecto a los niveles plasmâticos de malondialdehido 
(MDA) en mujeres de 30-49 anos, y en mujeres postmenopâusicas de mâs de 49 anos antes 
y después de la administraciôn de NAC, se muestran en la tabla 31 y en la figura 76.
La comparaciôn de los valores obtenidos en mujeres de 30-49 anos y previos al 
tratamiento en mujeres de 50-69 anos y mayores de 69, revelô un efecto general de la edad 
aumentando los niveles de MDA en plasma (P<0,001). Estas diferencias se observaron ya a 
partir de la década de los 50 y fueron mâs relevantes en la de los 70 (P<0,001), presentando 
éstas niveles plasmâticos de MDA significativamente mayores que los de las mujeres de 50- 
69 anos (P<0,01).
La administraciôn de NAC produjo una disminuciôn de los niveles de MDA en 
plasma ya a los 2 meses de tratamiento en ambos grupos de edad estudiados (P<0,001), que 
se mantuvo con 4 meses de administraciôn (P<0,001) e incluso 3 meses después de la 
finalizaciôn de la misma (P<0,001 en mujeres de 50-69 anos, P<0,01 en las de mâs de 69).
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Figura 75. Valores de glutation (GSH) en linfocitos (nmol/10^  Hnfocitos) (A), neutrofilos (nmol/10^  
neutrôfilos) (B) y plasma (pM) (C) de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de mujeres postmenopâusicas de 
50-69 anos y de mâs de 69 anos previo a la administraciôn de N-acetilcisteina (NAC), a los 2 y 4 meses de 
haberse iniciado dicha administraciôn, y 3 meses después de su finalizaciôn. Cada columna représenta la 
media ± el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos. ***P<0,001, 
**P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor obtenido antes de iniciarse el tratamiento. •••P<0,001, **P<0,01 con 
respecto al valor obtenido en las mujeres de 30-49 anos. ###P<0,001, ##P<0,01 con respecto al valor 
obtenido en las mujeres de 50-69 anos.
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De esta forma, los valores de MDA plasmatdco en mujeres postmenopâusicas de 50-69 
anos Uegaron a igualar los de mujeres mâs jôvenes de 30-49 anos gracias a la 
suplementaciôn con el antioxidante y a lo largo de todo el estudio. Por otra parte, los 
niveles de MDA en plasma de las mujeres de mâs de 69 anos disminuyeron al nivel de las 
de 30-49 tras 2 meses de administraciôn oral de NAC, y se mantuvieron disminuidos al 
nivel de las de 50-69 con 4 meses de suplementaciôn y 3 meses después de finalizar ésta.
Tabla 31. Valores de malondialdehido (MDA) plasmâticos (pM) de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de 
mujeres postmenopâusicas de 50-69 anos y de mâs de 69 anos previo a la administraciôn de N-acetilcisteina
MDA (pM) Previo NAC 2 meses NAC 4 meses NAC 3 meses tras NAC
30-49 anos 2,24±0,07
50-69 anos 3,39±0,19 2,55±0,17 2,28±0,12 2,49±0,14
> 70 anos 4,21 ±0,20 2,55±0,14 2,91 ±0,20 3,46±0,21
Se muestra la media ± el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos.
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Figura 76. Valores de malondialdehido (MDA) plasmâticos (pM) de mujeres de 30-49 anos (contrôles), y de 
mujeres postmenopâusicas de 50-69 anos y de mâs de 69 anos previo a la administraciôn de N-acetilcisteina 
(NAC), a los 2 y 4 meses de haberse iniciado dicha administraciôn, y 3 meses después de su finalizaciôn. Cada 
columna représenta la media ±  el error estândar de 16-18 valores correspondientes a ese mismo niimero de 
sujetos. ***P<0,001, **P<0,01 con respecto al valor obtenido antes de iniciarse el tratamiento. •••P<0,001, 
••P<0,01 con respecto al valor obtenido en las mujeres de 30-49 anos. ###P<0,001, ##P<0,01 con respecto al 
valor obtenido en las mujeres de 50-69 anos.
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4.2.2. Intervenciôn psicolôgica: Ambiente enriquecido.
4.2.2.1. Efecto del ambiente enriquecido en el deterioro inmunitario, conductual y 
cognitivo asociado a la edad en ratones hembras IC R /G D I adultos y viejos.
4.2.2.1.1. Estudio inm unolôgico en leucocitos peritoneales. 
Expresion de antigenos de diferenciaciôn leucocitaria CD4. CD8. CD25. CD19. 
C D llb . C D llc
La presencia de antigenos de diferenciaciôn leucocitaria de membrana (CD) 
expresados por las principales células inmunitarias que pueden encontrarse en el peritoneo 
de ratones, esto es, CD4, CD8, CD25, CD19, C D llb  y C D llc , fue analizada por 
citometria de flujo en animales adultos maduros, viejos y muy viejos, contrôles y con 
enriquecimiento ambiental, cuyo efecto sobre los mismos fue discreto.
El porcentaje de linfocitos T  CD4 disminuyô globalmente en los animales que 
habian vivido en un ambiente enriquecido (P<0,05) (Tabla 32).
El enriquecimiento ambiental no produjo cambios en el porcentaje de linfocitos T  
CD8, si bien la edad conduce a un aumento del mismo (P=0,051), mostrando globalmente 
los muy viejos una tendencia hacia mayores valores que los adultos (P=0,067) (Tabla 32).
Con respecto a la cantidad relativa de células que expresan el receptor de IL-2 
CD25, el ambiente enriquecido no condujo a cambios globales sobre este parâmetro, y si 
bien se observô interacciôn entre esta condiciôn y la edad de los individuos en que se apHca 
(P<0,05), el anâHsis posthoc no revelô diferencias estadisticamente significativas entre 
niniguno de los grupos comparados. Asi, los viejos mostraron globalmente menores valores 
que los adultos (P<0,01) (Tabla 32).
N o hubo cambios destacados debidos al enriquecimiento en el porcentaje de células 
CD19 (Hnfocitos B) présenté en el peritoneo de los ratones (Tabla 32).
Tampoco variô la cantidad relativa de células que expresan C D llb  (macrôfagos) 
présente en el peritoneo en funciôn del enriquecimiento, si bien se observô una tendencia 
hacia efecto general de la edad (P=0,056), mostrando globalmente los viejos una tendencia 
hacia menores valores que los muy viejos (P=0,052). El anàlisis posthoc revelô esta misma 
tenidencia entre viejos control y muy viejos enriquecidos (P=0,094) (Tabla 32).
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Por ultimo, el porcentaje de células dendriticas o C D llc  no cambiô en los animales 
enriquecidos, si bien existiô efecto general de la edad (P<0,05), y asi los viejos tuvieron 
globalmente menores valores que los adultos (P<0,05), y esa misma tendencia se observô 
en los muy viejos con respecto a éstos (P=0,075) (Tabla 32).
Tabla 32. Expresion de antigenos de diferenciaciôn leucocitaria CD4, CD8, CD25, CD 19, CD llb y CDllc 
(%) en leucocitos peritoneales murinos, procedentes de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros, viejos y 
muy tiejos contrôles (C) y con enriquecimiento ambiental (EA).
Adultos Viejos Muy Viejos
C EA C EA C EA
% CD4 6,29±2,75 2,63±0,67 4,22±0,88 3,09±0,81 8,37±1,92 2,12±0,44
% CDS 2,03±0,45 1,39±0,27 3,57±1,00 2,37±0,58 3,18±0,81 3,55±0,96
% CD25 11,05±2,98 20,99±4,04 6,01 ±2,32 6,33±1,12 28,44±9,84 8,67±2,09
% CD19 51,28±10,32 71,33±5,60 40,66± 14,07 36,15±12,13 54,73± 12,95 70,10± 5,32
% CDllb 14,11 ±3,71 25,39±6,73 8,27±2,30 19,33±4,60 37,44± 16,46 31,69±6,15
% CDllc 2,32±0,76 2,87±0,47 0,59±0,15 1,03±0,22 1,30±0,48 0,94±0,19
Se muestra la media ± el error estândar de 5-10 valores (5-10 adultos maduros; 5-7 viejos; 4-7 muy viejos) 
correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y siendo cada valor la media de ensayos realizados por 
duplicado.
Capacidad funcional de los leucocitos
•  Macrôfagos: Quimiotaxis, fagocitosis y  niveles de ROS intracelulares
Los resultados relativos al efecto del enriquecimiento ambiental a lo largo de la 
edad sobre la funciôn de macrôfagos peritoneales murinos se muestran en la tabla 33 y la 
figura 77.
Con respecto a la capacidad quimiotâctica de los macrôfagos peritoneales (Tabla 
33 y Fig. 77A), se obser\^ô un efecto general del enriquecimiento ambiental aumentando 
(P<0,001) dicha funciôn, que se ve disminuida con la edad (P<0,001).
N o obstante, existiô interacciôn entre el efecto de la condiciôn de enriquecimiento 
y la edad de los sujetos (P<0,001). El anàlisis posthoc revelô que el aumento de la 
quimiotaxis de macrôfagos consecuencia del enriquecimiento se produce en los animales 
adultos maduros (P<0,001), y también en los muy viejos (P<0,001), cuya funciôn en 
contrôles se encuentra muy disminuida (P<0,001 con respecto a adultos y viejos), pero Uega 
a igualar el valor de los adultos y superar el de los viejos (P<0,05) con el enriquecimiento.
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El ambiente enriquecido no causé efecto alguno en la quimiotaxis de macrôfagos 
procedentes de viejos, cuya funciôn en contrôles muestra ya valores similares a los de los 
adultos.
Tabla 33. Funciôn de macrôfagos: Indice de quimiotaxis (numéro de macrôfagos), indice de fagocitosis 
(numéro de bolas de lâtex/100 macrôfagos) y eficacia de fagocitosis (numéro de macrôfagos fagodticos/100 
macrôfagos) de macrôfagos peritoneales murinos, y niveles de ROS intracelulares en presencia de PMA (% 
estimulo) en leucocitos peritoneales murinos, de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros, viejos y muy 
viejos contrôles (C) y con enriquecimiento ambiental (EA).
Funciôn Adultos Viejos Muy Viejos
C EA C EA C EA
Indice
quimiotaxis 498±25 809±20 471 ±24 553±20 308±13 588±22
Indice
fagocitosis 624±24 692±29 417±36 647±18 307±28 577±13
Eficacia 
fagocitosis 
Niveles 
ROS (%)
82±2 81 ±2 66±2 77±3 56±3 77±2
158±7 166±9 131±6 154±12 131±12 162±17
Se muestra la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
Ademâs, se observô un efecto general del enriquecimiento ambiental aumentando 
la capacidad fagocitica de los macrôfagos, representada tanto en forma de indice 
(P<0,001) (Tabla 33 y Fig. 77B) como de eficacia (P<0,01) (Tabla 33 y Fig. 77C), mientras 
que ambas se ven disminuidas con la edad (P<0,001).
De nuevo, existiô interacciôn entre el efecto de la condiciôn de enriquecimiento y la 
edad de los sujetos (P<0,001). El anàlisis posthoc revelô que la mejora mâs destacada 
(P<0,001) de la funciôn fagocitica consecuencia del enriquecimiento se produce en los 
animales que mostraban unos valores mâs bajos, esto es, los muy viejos (P<0,001 con 
respecto a los adultos). Asi, los muy viejos enriquecidos mostraron valores similares de 
eficacia e indice fagocitico que los adultos, y este ultimo por encima de los viejos (P<0,05).
En los viejos, el enriquecimiento aumentô (P<0,01) el indice de fagocitosis, que en 
contrôles se encontraba por debajo del de los adultos (P<0,01), hasta valores similares a 
ellos. El ambiente enriquecido en esta edad no tuvo efecto significativo sobre la eficacia 
fagocitica, que se encontraba menos disminuida (P<0,01 con respecto a los adultos) que el 
indice, pero sus valores también igualaron a los de los adultos.
Por ultimo, los niveles de ROS en leucocitos peritoneales murinos (Tabla 33 y Fig. 
77D), que tienden a disminuir con el envejecimiento, aumentaron de forma global gracias al 
enriquecimiento ambiental (P<0,05).
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Figura 77. Indice de quimiotaxis (numéro de macrôfagos) (A), indice de fagocitosis (numéro de bolas de 
lâtex/100 macrôfagos) (B) y eficacia de fagocitosis (numéro de macrôfagos fagocfticos/100 macrôfagos) (C) 
de macrôfagos peritoneales murinos, y niveles de ROS intracelulares en presencia de PMA (% esdmulo) (D) 
en leucocitos peritoneales murinos, de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy 
viejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. Cada columna représenta la media ± el error estândar 
de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (14 adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) 
y siendo cada valor la media de ensayos reaüzados por dupHcado. ***P<0,001, **P<0,01 con respecte al valor 
del control no enriquecido del mismo grupo de edad; •••P<0,001, ••P<0,01, •P<0,05 con respecto al valor 
del grupo de edad adulta no enriquecido. ###P<0,001, #P<0,05 con respecto al valor del grupo de viejos no 
enriquecido.
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•  U nfocitos: Q uim iotaxis, proliferaciôn y  actividad N K
Los resultados obtenidos con respecto al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre la funciôn de linfocitos peritoneales murinos se muestran en la tabla 
34 y las figuras 78-80.
Tabla 34. Funcion de linfocitos: Indice de quimiotaxis (numéro de linfocitos), proliferaciôn (cuentas por 
minuto) de linfocitos peritoneales murinos no esdmulados (basai) y esdmulados con bpopobsacarido (LPS) y 
concanavalina A (ConA), y actividad Natural Killer (NK, % lisis) de leucocitos peritoneales murinos de ratones 
hembras ICR/CDl de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros, viejos y muy viejos contrôles (C) y con 
enriquecimiento ambiental (EA).
Funciôn
linfocitos Adultos Viejos Muy Viejos
Indice 
quimiotaxis 
Proliferaciôn 
basai (cpm) 
Proliferaciôn 
LPS (cpm) 
Proliferaciôn 
ConA (cpm) 
Actividad 
NK (% lisis)
C EA C EA C EA
791 ±39 897145 319124 443117 493135 715141
12671129 23301416 1071128 11131100 13831271 19981120
45811100 66181208 28091217 15261100 3131191 65121205
31111136 30601122 1872192 2493188 2847133 3333156
4712 5312 3914 4913 3513 5013
Se muestra la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado o triplicado.
En relaciôn a la capacidad quimiotâctica de los linfocitos peritoneales (Tabla 34 
y Fig. 78), se observé un efecto general del enriquecimiento ambiental aumentando 
(P<0,001) dicha funciôn, que se ve disminuida con la edad (P<0,001).
En viejos, el enriquecimiento aumentô la migraciôn de los linfocitos hacia el foco 
infeccioso (P<0,05), pero los valores no Uegaron al nivel de los mostrados por los adultos 
(P<0,001). En muy viejos, cuyos niveles funcionales en contrôles se encontraban por 
debajo de los de los adultos (P<0,001) pero por encima de los de los viejos (P<0,05), el 
ambiente enriquecido aumentô los valores (P<0,05) hasta niveles similares a aquéUos, muy 
por encima de éstos (P<0,001).
Con respecto a la proliferaciôn de los linfocitos peritoneales (Tabla 34 y Fig. 79), el 
enriquecimiento ambiental la aumentô a nivel basai (P<0,05), mientras que tiende a 
disminuir con la edad (P=0,053). Este efecto del enriquecimiento se produjo 
fundamentalmente en adultos maduros (P<0,05) y en muy viejos, en los que se alcanzaron 
valores superiores a los de adultos maduros (P<0,01) y viejos (P<0,001) control.
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Figura 78. Indice de quimiotaxis de linfocitos peritoneales murinos (numéro de células) de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. 
Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos (14 adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por 
duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; •••P<0,001 
con respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido. ###P<0,001, #P<0,05 con respecto al valor 
del grupo de viejos no enriquecido.
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Figura 79. Proliferaciôn (cuentas por minuto) de linfocitos peritoneales murinos no esdmulados (basal) y 
esdmulados con lipopohsacârido (LPS) y concanavalina A (ConA), procedentes de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. 
Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos (14 adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por 
triplicado. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo 
de edad; •••P<0,001, ••P<0,01, •P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido. 
###P<0,001 con respecto al valor del grupo de viejos no enriquecido.
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El ambiente enriquecido aumentô muy signifîcativamente (P< 0,001) de manera 
global la respuesta proliferativa de los linfocitos ante el esiamulo LPS (Tabla 34 y Fig. 79), 
que se ve disminuida con la edad (P<0,001). Sin embargo, de forma interesante, el efecto 
del enriquecimiento lue diferencial dependiendo de la edad de los sujetos (P<0,001). Asi, el 
ambiente enriquecido aumentô la funciôn en adultos maduros y en muy viejos (P<0,001), 
pero la disminuyô en los viejos (P<0,01). En muy viejos, cuyos contrôles mostraban niveles 
funcionales similares a los viejos y muy por debajo de los adultos (P<0,001), el 
enriquecimiento aumentô los valores por encima de ambos (P<0,001 con respecto a 
adultos y viejos control).
También, el ambiente enriquecido aumentô muy significativamente (P<0,001) de 
manera global la respuesta proliferativa de los linfocitos ante el mitôgeno ConA (Tabla 34 y 
Fig. 79), que disminuye con la edad (P<0,001). Nuevamente, el efecto del enriquecimiento 
dependiô de la edad de los sujetos (P<0,05), de forma que sôlo existiô aumentô de funciôn 
en viejos y muy viejos (P<0,01 y P<0,001, respectivamente). Los valores en viejos, que en 
contrôles se encontraban muy por debajo de los mostrados por los adultos (P<0,001), se 
aproximaron a ellos como consecuencia del ambiente enriquecido (P<0,05).
Por ultimo, la activ idad N K  de los leucocitos peritoneales murinos (Tabla 34 y Fig. 
80) aumentô globalmente gracias al enriquecimiento ambiental (P<0,001), mientras que se 
ve disminuida con la edad (P<0,01). FI anâlisis estadistico mas profundo revelô que la 
disminuciôn de esta funciôn con la edad se produce fundamentalmente en muy viejos 
(P<0,05), y que son éstos los mas beneficiados por el ambiente enriquecido (P<ü,01), 
llegando a alcanzar los niveles funcionales mostrados por los adultos.
• N iveles de interleuquina 2
Los resultados obtenidos con respecto al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre los niveles de interleuquina 2 (IL-2) en los sobrenadantes de cultivos 
de leucocitos peritoneales murinos estimulados con concanavalina A se muestran en la 
figura 81. FI ambiente enriquecido aumentô significativamente dichos niveles (P<0,01), 
mientras que el envejecimiento los disminuye (P<0,001).
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Figura 80. Actividad Natural Killer (NK) (% lisis) de leucocitos peritoneales murinos de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. 
Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro 
de sujetos (14 adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por 
triplicado. **P<0,01 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; •P<0,05 con 
respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido.
El enriquecimiento tuvo un efecto claramente diferencial con dependencia de la 
edad de los sujetos en que fue aplicado (P<0,Ü01). El anâlisis estadistico mas detallado 
revelô ausencia de cambios en los adultos maduros enriquecidos con respecto al grupo 
control. El ambiente enriquecido tampoco tuvo efecto sobre los niveles de esta citoquina 
en viejos, mostrando ambos grupo s, control y enriquecido, valores similares y muy por 
debajo de los obtenidos en animales jôvenes (P<0,001). No obstante, los muy viejos si se 
vieron beneficiados por el enriquecimiento. Asi, mientras que los muy viejos control 
tuvieron valores similares a los de viejos y mucho menores que los de adultos (P<0,001), 
los muy viejos enriquecidos alcanzaron los niveles de esta citoquina observados en adultos, 
siendo éstos significativamente mayores que los encontrados en viejos y muy viejos control 
(P<0,001) (Fig. 81).
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Figura 81. Niveles de IL-2 (pg/ml) en sobrenadantes de cultivos estimulados con concanavalina A, de 
leucocitos peritoneales murinos procedentes de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) 
y muy \nejos (MV) contrôles (120,00±9,15, 25,52±5,55 y 37,49±6,33 pg/ml, respectivamente) y con 
enriquecimiento ambiental (102,49±8,41, 36,31 ±4,37 y 109,31+14,77 pg/ml, respectivamente). Cada columna 
représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo niimero de sujetos (14 
adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. 
***P<0,001 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; •••P<0,001 con 
respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido; ###P<0,001 con respecto al valor del grupo de 
viejos no enriquecido.
Estrés oxidativo e inflamatorio en los leucocitos 
M arcadores de oxidacion e inûam aciôn
• N iveles de glutation oxidado
Se observé un efecto general del enriquecimiento ambiental disminuyendo el 
contenido en glutation oxidado (GSSG) intracelular de leucocitos peritoneales murinos 
(P<0,001), que se ve aumentado al envejecer (P<0,001) (Fig. 82). Se vio también una 
tendencia hacia efecto diferencial del ambiente enriquecido dependiendo de la edad de los 
individuos en que se aplica (P=0,053). Asi, la disminuciôn mas destacada se produjo en 
adultos maduros (P<0,001) y en viejos (P<0,05), cuyos niveles en contrôles se encontraban 
por encima de los de animales mas jôvenes (P<0,05), pero alcanzaron valores similares a 
los mismos gracias al ambiente enriquecido.
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Figura 82. Valores de glutation oxidado (GSSG) (nmol/lO*  ^ leucocitos xlO-"*) en leucocitos peritoneales 
murinos de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles 
(5,30±0,22, 7,27±0,68 y 6,24±0,66 nmol/10*  ^ leucocitos xlO respectivamente) y con enriquecimiento 
ambiental (2,96±0,24, 4,87±0,56 y 5,86±0,55 nmol/10*  ^ leucocitos xlO \  respectivamente). Cada columna 
représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (14 
adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. 
***P<0,001, *P<0,05 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; *P<0,05 
con respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido.
• A ctividad xantina oxidasa
Se observé un efecto general del enriquecimiento ambiental disminuyendo la 
actividad de la enzima xantina oxidasa (XO) en leucocitos peritoneales murinos (P<0,05), 
que por otra parte se ve aumentada con el envejecimiento (P<0,05) (Fig. 83). Existio un 
efecto diferencial del ambiente enriquecido dependiendo de la edad de los individuos en 
que se aplica (P<0,001). Asi, la disminuciôn mas notable se produjo en viejos (P<0,001), 
cuyos valores en contrôles se encontraban por encima de los de adultos (P<0,01), pero 
Uegaron a ser simUares a los mismos gracias al ambiente enriquecido.
• Expresion de m em brana de receptores Toll 2 y  4
Se observé una tendencia hacia efecto general del enriquecimiento ambiental 
disminuyendo la cantidad relativa de Linfocitos T CD4 que expresan  el recep tor T oll 2 
(TLR2) dentro de la poblacién total de Unfocitos T  CD4 peritoneal (P=0,091). No 
obstante, existié un efecto diferencial del ambiente enriquecido dependiendo de la edad de 
los individuos en que se apUca (P<0,05). Asi, esta disminucién se produjo ùnicamente en 
muy viejos (P<0,05), cuyos valores en contrôles se encontraban por encima de los de 
adultos y viejos (P<0,05), pero Uegaron a ser simUares a los mismos gracias al ambiente 
enriquecido (Fig. 84A).
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Figura 83. Actividad xantina oxidasa (XO) (mU / mg proteina) en leucocitos peritoneales murinos de ratones 
hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles (1,26±0,05, 1,65±0,12 y 
1,52±0,10 mU/mg proteina, respectivamente) y con enriquecimiento ambiental (1,38±0,04, 1,10±0,06 y 
1,50±0,07 mU/mg proteina, respectivamente). Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 
valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (14 adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) y siendo 
cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001 con respecto al valor del control no 
enriquecido del mismo grupo de edad; ••P<0,01 con respecto al valor del grupo de edad adulta no 
enriquecido.
Un patron similar se observé para el porcentaje de células T CD8 que expresan 
este m ism o receptor, que disminuyé en muy viejos enriquecidos con respecto a sus 
contrôles de edad (P<0,01), mientras que los valores de éstos se encontraban por encima 
de adultos (P=0,068) y viejos (P<0,05). Asi, el porcentaje de células T  CD8+-TLR2+ en 
animales muy viejos igualé al de edades mas jévenes gracias al ambiente enriquecido (Fig 
84B).
Se observé un efecto general del enriquecimiento ambiental altamente significativo 
disminuyendo la cantidad relativa de linfocitos T  CD4 que expresan el receptor ToU 4 
(TLR4) dentro de la poblacién total de linfocitos T CD4 peritoneal (P<0,001). Existié 
efecto diferencial del ambiente enriquecido dependiendo de la edad de los individuos en 
que se aplica (P<0,05). Asi, esta disminucién se produjo ùnicamente en muy viejos 
(P<0,001), cuyos valores en contrôles se encontraban por encima de los de los adultos 
(P<0,01) y los viejos (P<0,05), pero Uegaron a ser simUares a los mismos gracias al 
ambiente enriquecido (Fig. 85A).
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Figura 84. Porcentaje de células CD4 y CDS que expresan el receptor Toll 2 de membrana (% TLR2+) en la 
poblacién total de células CD4 (A) y CD8 (B), respectivamente, del peritoneo de ratones hembras IC R /C D l 
adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles (31,47±3,41, 32,34±3,10 y 59,06±12,87 % 
CD4+-TLR2+, y 37,20±3,65, 32,70±5,37 y 56,36±4,34 % CD8+-TLR2+, respectivamente) y con 
enriquecimiento ambiental (34,85±4,64, 33,94±4,25 y 27,89±2,93 % CD4+-TLR2+, y 42,71 ±3,39, 
28,18±8,85 y 27,70±5,02 % CD8+-TLR2+, respectivamente). Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 6-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (7-10 adultos maduros; 6-7 viejos y 
muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. **P<0,01, *P<0,05 con 
respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; •P<0,05 con respecto al valor del 
grupo de edad adulta no enriquecido; #P<0,05 con respecto al valor del grupo de viejos no enriquecido.
También se observô un efecto general del enriquecimiento ambiental disminuyendo 
la cantidad relativa de linfocitos T  CD8 que expresan el TLR4 dentro de la poblacién 
total de linfocitos T  CD 8 peritoneal (P<0,05). Este efecto fue especialmente marcado en el 
caso de los viejos enriquecidos, que disminuyeron sus valores por debajo de los 
encontrados en los adultos control (P<0,05) (Fig. 85B).
En cuanto a la cantidad relativa de células que expresan el receptor de IL-2 
CD25 positivas para el TLR2, si bien existio un efecto diferencial del ambiente 
enriquecido dependiendo de la edad de los individuos (P<0,05), el anâlisis posthoc no révélé 
diferencias significativas entre ninguno de los grupos comparados (Fig. 86A).
Un patrén similar se observé para el porcentaje de células B CD19 que expresan 
este m ism o receptor (Fig 86B). También en este caso el enriquecimiento tuvo un efecto 
diferencial con dependencia de la edad de los sujetos (P<0,05), de modo que los muy viejos 
enriquecidos vieron aumentado s sus valores por encima de los observados en los adultos 
control (P<0,01).
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Figura 85. Porcentaje de células CD4 y CDS que expresan el receptor Toll 4 de membrana (% TLR4+) en la 
poblacién total de células CD4 (A) y CD8 (B), respectivamente, del peritoneo de ratones hembras ICR/CDl 
adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles (26,41 ±4,15, 26,70±2,45 y 44,59±4,11 % 
CD4+-TLR4+, y 37,99±4,24, 30,85±4,17 y 47,49±5,81 % CD8+-TLR4+, respectivamente) y con 
enriquecimiento ambiental (22,00±2,59, 19,9712,42 y 19,11 ±3,90 % CD4+-TLR4+, y 39,0312,71, 
19,6613,31 y 31,8514,49 % CD8+-TLR4+, respectivamente). Cada columna représenta la media 1 el error 
estândar de 6-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (7-10 adultos maduros; 6-7 viejos y 
muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ***P<0,001 con respecto al 
valor de] control no enriquecido del mismo grupo de edad; ••P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo 
de edad adulta no enriquecido; #P<0,05 con respecto al valor del grupo de viejos no enriquecido.
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Figura 86. Porcentaje de células CD25 y CD19 que expresan el receptor Toll 2 de membrana (% TLR2+) en 
la poblacién total de células CD25 (A) y CD 19 (B), respectivamente, del peritoneo de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles (75,8813,44, 78,3315,43 y 
85,7815,47 % CD25+-TLR2+, y 41,3818,98, 66,8317,54 y 54,1419,02 % CD19+-TLR2+, respectivamente) 
y con enriquecimiento ambienti (87,1813,32, 65,6115,92 y 91,6612,46 % CD25+-TLR2+, y 56,0717,58, 
47,9515,16 y 87,8313,86 % CD19+-TLR2+, respectivamente). Cada columna représenta la media 1 el error 
estândar de 4-9 valores correspondientes a ese mismo niimero de sujetos (7-9 adultos maduros; 5-6 viejos; 4-6 
muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. ••P<0,01 con respecto al valor 
del grupo de edad adulta no enriquecido.
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N o se observaron diferencias significativas con respecto a la cantidad relativa de 
células CD25 o B CD19 que expresan el TLR4, ni en funciôn de la edad ni del 
enriquecimiento ambiental (Fig. 87A,B).
100
80-
60-
40-
20
CELULAS CD25+
I É I è I II 1
B LINFOCITOS B C D m
AM MV
100-1
80-
•5- 60-
40-
20 -
AM V MV
n  Control
H  Enriquecimiento Ambiental
Figura 87. Porcentaje de células CD25 y CD19 que expresan el receptor Toll 4 de membrana (% TLR44-) en 
la poblacién total de células CD25 (A) y GDI 9 (B), respectivamente, del peritoneo de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (ATvI), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles (47,61 ±7,58, 43,03±ô,82 y 
41,8619,07 % CD25+-TLR4+, y 18,3217,02, 16,7217,63 y 18,5017,45 % CD19+-TLR4+, respectivamente) 
y con enriquecimiento ambiental (48,0418,47, 45,72110,57 y 61,56114,23 % CD25+-TLR4+, y 20,2917,28, 
19,8717,63 y 18,7318,09 % CD19+-TLR44-, respectivamente). Cada columna représenta la media 1 el error 
estândar de 4-9 valores correspondientes a ese mismo niamero de sujetos (8-9 adultos maduros; 5 viejos; 4-6 
muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
El enriquecimiento no tuvo ningun efecto sobre la cantidad relativa de macrôfagos 
que expresan el TLR2 dentro de la poblacién total de macrôfagos peritoneales. De este 
modo, tanto los muy viejos control (P<0,05) como los enriquecidos (P<0,01) presentaron 
mayores porcentajes de células C D llb+ -T L R 2+  con respecto a los adultos control (Fig. 
88A).
En el caso de la expresiôn de este mismo receptor en las células dendriticas, el
ambiente enriquecido produjo un efecto diferencial con dependencia de la edid de los 
individuos en que se aplica (P<0,001), de modo que el porcentaje relative ce células 
C D llc+-T L R 2+ disminuyô sôlo en muy viejos enriquecidos en relaciôn a sus contrôles de 
edad (P<0,05), cuyos valores se encontraban por encima de los de los viejos (P<C,01) (Fig. 
88B).
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Figura 88. Porcentaje de células CDllb y CDllc que expresan el receptor ToU 2 de membrana (% TLR24-) 
en la poblacién total de células CDllb (A) y CDllc (B), respectivamente, del peritoneo de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles (68,64±4,96, 82,40±2,96 y 
87,45±4,86 % CDllb+-TLR2+, y 81,28±4,80, 76,6813,99 y 95,4411,22 % CDllc4--TLR24-, 
respectivamente) y con enriquecimiento ambiental (73,0215,08, 82,7013,04 y 96,2210,51 % CDllb-t-- 
TLR2-1-, y 86,8413,45, 95,1510,64 y 79,8812,21 % CDllc+-TLR2-f-, respectivamente). Cada columna 
représenta la media 1 el error estândar de 4-10 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (5- 
10 adultos maduros; 5 viejos; 4-7 muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos reaUzados por 
duplicado. **P<0,01 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; ••P<0,01, 
•P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido; #P<0,05 con respecto al valor del 
grupo de viejos no enriquecido.
El enriquecimiento tuvo un efecto diferencial, dependiendo de la edad de los 
sujetos (P<0,05), sobre la cantidad relativa de macrôfagos que expresan el TLR4 dentro 
de la poblacién total de macrôfagos peritoneal, de forma que el anâlisis posthoc revelô 
mayores porcentajes de células C D llb+ -T L R 2+  en los muy viejos enriquecidos con 
respecto a los adultos (P<0,001) y los viejos (P<0,05) control (Fig. 89A).
En el caso de la expresiôn de este m ism o receptor en las membranas de las 
células dendriticas, de nuevo el ambiente enriquecido produjo un efecto diferencial con 
dependencia de la edad de los individuos en que se aplica (P<0,001), de modo que el 
porcentaje relativo de células C D llc+-T L R 4+  disminuyô sôlo en muy viejos enriquecidos 
en relaciôn a sus contrôles de edad (P<0,05) (Fig. 89B).
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Figura 89. Porcentaje de células CDllb y CDllc que expresan el receptor Toll 4 de membrana (% TLR4+) 
en la poblacién total de células CDllb (A) y CDllc (B), respectivamente, del peritoneo de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles (35,50±2,30, 35,35±4,59 y 
46,45±5,14 % CDllb+-TLR4+, y 71,01±4,12, 66,42±6,19 y 80,65±5,58 % CDllc+-TLR4+, 
respectivamente) y con enriquecimiento ambiental (30,50±2,27, 28,00±2,38 y 58,12±0,91 % CDllb+- 
TLR4+, y 77,59±5,10, 71,72±4,63 y 55,44±4,69 % CD 11C+-TLR4+, respectivamente). Cada columna 
représenta la media ± el error estândar de 5-10 valores correspondientes a ese mismo niimero de sujetos (5- 
10 adultos maduros; 5 viejos; 5-6 muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por 
duplicado. *P<0,05 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; •••P<0,001 
con respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido; #P<0,05 con respecto al valor del grupo de 
viejos no enriquecido.
•  N iveles de factor de necrosis tum oral <x
Los resultados obtenidos con respecto al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre los niveles de T N F -a  en los sobrenadantes de cultivos de leucocitos 
peritoneales murinos estimulados con LPS se muestran en la figura 90.
El ambiente enriquecido aumentô significativamente dichos niveles (P<0,05), 
mientras que el envejecimiento tiende globalmente a disminuirlos (P=0,070). Ademas, el 
enriquecimiento tuvo un efecto claramente diferencial con dependencia de la edad de los 
sujetos en que fue aplicado (P<0,001). El anâlisis estadistico mas detallado revelô que tal 
disminuciôn se da ùnicamente en viejos (P<0,001 con respecto a los adultos), y es en esa 
edad en la que el enriquecimiento produjo un efecto mas destacado, aumentando (P<0,01) 
los niveles de T N F -a  hasta valores simUares a los mostrados por animales mas jôvenes.
En muy viejos, cuyos valores eran similares a los de los adultos maduros y muy 
superiores a los de los viejos (P<0,001), el ambiente enriquecido no tuvo efecto sobre los
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niveles de TN F-a, con lo que sus valores siguieron siendo mucho mayores (P<0,01) que 
los mostrados por los viejos control e idénticos a los de los adultos.
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Figura 90. Niveles de TNF-a (pg/ml) en sobrenadantes de cultivos esdmulados con üpopoLisacàrido, de 
leucocitos peritoneales murinos procedentes de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) 
y muy viejos (MV) contrôles (472±41, 240±15 y 474±23 pg/ml, respectivamente) y con enriquecimiento 
ambiental (392±40, 512±55 y 520±58 pg/ml, respectivamente). Cada columna représenta la media ± el error 
estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo niimero de sujetos (14 adultos maduros; 7 viejos y 
muy viejos) y siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado. **P<0,01 con respecto al valor 
del control no enriquecido del mismo grupo de edad; •••P<0,001 con respecto al valor del grupo de edad 
adulta no enriquecido; ###P<0,001, ##P<0,01 con respecto al valor del grupo de viejos no enriquecido.
D efensas antioxidantes: N iveles de glutation total, y  actividades glutation  
peroxidasa y  ca talas a
Los resultados obtenidos en relaciôn al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre el contenido intracelular de glutation total (GSH), y sobre las 
actividades de las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT), en 
leucocitos peritoneales murinos se muestran en la tabla 35 y la figura 91.
Tabla 35. Antioxidantes: Valores de glutation (GSH, nmol/10^ leucocitos), actividad glutation peroxidasa 
(GPx, mU/10^’ leucocitos) (B) y actividad catalasa (CAT, U/10^ leucocitos) en leucocitos peritoneales 
murinos, de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros, viejos y muy viejos contrôles (C) y con 
enriquecimiento ambiental (EA).
Antioxidantes Adultes Viejos Muy Viejos
C EA C EA C EA
GSH (nmol/ 
10*^ leucocitos) 1,06±0,02 1,02±0,05 0,73±0,03 0,99±0,09 1,08±0,11 1,24±0,12
GPx (mU/
10^  leucocitos) 446,50±20,90 441,0 7 ±  17,64 225 ,00± 33 ,62 487,71 ± 43 ,40 312,43±21 ,22 379,71 ± 34 ,33
CAT(U/
10^  leucocitos) 27,14± 1,47 31,57±1,96 23,29±1,54 46,86±2,77 17,86±1,30 34,5713,32
Se muestra la media ± el error estândar de 7-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos realizados por duplicado.
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El ambiente enriquecido aumentô (P<0,05) de forma global los niveles de G SH  
(Tabla 35 y Fig. 91A), que por otra parte se ven disminuidos con la edad (P<0,001). Se 
observô ademâs tendencia hacia un efecto diferencial del enriquecimiento dependiendo de 
la edad de los sujetos (P=0,066). De este modo, en viejos, cuyos contrôles mostraban 
niveles muy disminuidos de GSH con respecto a los adultos (P<0,001), los valores 
aumentaron hasta niveles similares a los mismos gracias al enriquecimiento. Asimismo, los 
muy viejos enriquecidos superaron el contenido intracelular de GSH en leucocitos de los 
viejos (P<0,05).
Ambas actividades antioxidantes estudiadas (Tabla 35 y Fig. 91A,B), G Px y CAT, 
aumentaron de manera general con el enriquecimiento (P< 0,001 y P<0,01, 
respectivamente), mientras que disminuyen al envejecer (P<0,001). Se observô ademâs un 
efecto diferencial del ambiente enriquecido dependiendo de la edad de los sujetos sobre los 
que se aplica (P<0,001).
Asi, la actividad GPx aumentô fundamentalmente en los viejos enriquecidos 
(P<0,001), cuyos contrôles mostraban niveles muy disminuidos con respecto a los adultos 
(P<0,001), hasta niveles similares a eUos. En los muy viejos, en los que la actividad GPx se 
encontraba disminuida en relaciôn a los adultos (P<0,01) y similar a los viejos, el 
enriquecimiento la aumentô hasta valores similares a aquéllos, superiores a éstos (P<0,01).
Por su parte, la actividad CAT aumentô de manera destacada en los viejos y muy 
viejos enriquecidos (P<0,001). Los viejos, que parrian de valores de actividad CAT 
similares a los de los adultos, los superaron gracias al ambiente enriquecido (P<0,001). Los 
muy viejos, que en contrôles tem'an valores de actividad enzimâtica menores que los de los 
adultos (P<0,05) y sirmlares a los de viejos, igualaron los de aquéllos y superaron los de 
éstos (P<0,05), como consecuencia del enriquecimiento.
A poptosis
No se observô efecto del enriquecimiento en el estfmulo de la apoptosis de 
leucocitos peritoneales murinos en presencia de H 2O 2. De esta forma, se encontraron 
valores similares en adultos, viejos y muy viejos contrôles (96±2, 101 ±1 y 101+2 %, 
respectivamente) y enriquecidos (97±2, 100±2 y 101 ±2, respectivamente).
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Figura 91. Valores de glutation (GSH) (nmol/10'’ leucocitos) (A), actividad glutation peroxidasa (GPx) 
(mU/lO*^  leucocitos) (B) y actividad Catalasa (CAT) (U/IO*^  leucocitos) (C) en leucocitos peritoneales 
murinos, de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con 
enriquecimiento ambiental. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 7-14 valores 
correspondientes a ese mismo niimero de sujetos (14 adultos maduros; 7 viejos y muy viejos) y siendo cada 
valor la media de ensayos realizados por duplicado. 0,001 con respecto al valor del control no
enriquecido del mismo grupo de edad; •••P<0,001, ••P<0,01, *P<0,05 con respecto al valor del grupo de 
edad adulta no enriquecido. ##P<0,01, #P<0,05 con respecto al valor del grupo de viejos no enriquecido.
4.2.2.I.2. Estudio neurologico.
Los animales fueron sometidos a estudios de neuroimagen por resonancia 
magnética y se cuantificô la intensidad de la senal ponderada en T2 (tiempo que tarda la 
magnetizacion transversal en descender en un 63% de su fuerza maxima o, lo que es igual, 
persiste un 37%) en corteza cingular, amigdala, hipocampo, corteza entorrinal, corteza 
somatosensorial, y corteza motora. Los resultados se muestran en la tabla 36 y la figura 92. 
De manera general, los animales que habian vivido en el ambiente enriquecido mostraron
293
Resultados
una tendencia hacia mayores valores de T2 que los contrôles, fundamentalmente en la 
corteza somatosensorial (P=0,062) y en el hipocampo (cortel, P=0,063). En la corteza 
entorrinal se observô una tendencia a la interacciôn entre el efecto del ambiente 
enriquecido y la edad de los sujetos sobre los que se aplica (P=0,053).
Tabla 36. Intensidad de la senal ponderada en T2 (ms) en distintas regiones cerebrales de ratones hembras 
ICR/CDl adultos, viejos, y muy viejos contrôles (C) y con enriquecimiento ambiental (EA).
T2 (ms) Adultos Viejos Muy Viejos
C EA C EA C EA
CC 66,1811,70 68,7211,68 64,6912,12 66,6310,32 65,4810,97 69,6011,83
Amg 72,6111,55 71,3812,00 75,7811,69 68,4411,61 72,3311,76 70,0215,41
HipCl 63,8211,22 67,3611,87 67,8011,71 67,7113,10 61,0712,66 68,3011,50
HipC2 64,7411,43 67,6413,24 70,1011,65 71,9113,02 67,2711,39 72,2411,76
HipC3 67,0311,09 68,7011,71 67,7911,76 65,9711,97 69,1910,83 70,4613,96
Cetr 69,1412,03 72,8111,81 76,9911,30 70,2612,22 65,5111,22 78,0513,41
CSS 67,0911,08 68,3512,19 65,5212,06 65,7111,73 65,6310,76 74,7911,32
CM 68,1211,13 70,2411,90 67,6412,69 68,1411,07 68,2310,97 73,7812,07
Se muestra la media ± el error 
16 adultos; 5 viejos; 4-5 muy 
(P<0,01) de T2 que los viejos 
viejos enriquecidos. También, 
adultos maduros control en 
hipocampo corte 1, 2, 3; CEtr
estândar de 4-16 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (14- 
viejos). Los muy viejos control mostraron valores significativamente menores 
control en CEtr, mientras éstos fueron similares a los encontrados en los muy 
los muy viejos enriquecidos tendieron hacia mayores valores de T2 que los 
CSS (P=0,098). CC = corteza cingular; Amg = amigdala; HipCl, 2, 3 = 
= corteza entorrinal; CSS = corteza somatosensorial; CM = corteza motora.
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Figura 92. Intensidad de la senal ponderada en T2 (ms) en distintas regiones cerebrales de ratones hembras 
ICR/CDl muy viejos contrôles y con enriquecimiento ambiental. Cada columna représenta la media ± el 
error estândar de 4-5 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos. Se observa la tendencia hacia 
mayores valores de T2 en los animales enriquecidos con respecto a los contrôles.
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Ademâs, en general, las areas hiperintensas, que se corresponden con Hquido 
cefalorraqmdeo y representan atrofia cerebral, fueron menos pronunciadas en los animales 
que habian vivido en un ambiente enriquecido que en los contrôles (Fig. 93).
Figura 93. Imâgenes coronales ponderadas en T2 con supresiôn de grasa para 4 certes contiguos de cerebro 
de 2 ratones hembras ICR/CDl muy viejos enriquecidas. Las areas brillantes de alta senal se corresponden 
con hquido cefalorraquideo y son représentativas de atrofia cerebral. Se observa la escasez de estas areas en 
los animales enriquecidos, incluso de edad avanzada.
4.2.2.I.3. E studio conductual.
Tablero de agujeros
Los resultados obtenidos en relaciôn al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre el comportamiento de los animales en el tablero de agujeros se 
muestran en la tabla 37 y la figura 94.
Con respecto a la deam bulaciôn sobre el tablero, la edad produjo un efecto 
general sobre la externa, interna, central (P<0,05) y total (P<0,01). La deambulaciôn 
externa, considerada como un parâmetro de locom ociôn general, fue m enor en muy viejos 
con respecto a los adultos (P<0,05). También, las deambulaciones interna y central, fueron 
mas bajas en muy viejos en relaciôn a las mostradas por adultos y viejos (P<0,05, 
respectivamente). En el caso de la deambulaciôn por el centro del tablero, se observô 
interacciôn entre la condiciôn de enriquecimiento y la edad de los individuos en que fue 
aplicada (P<0,05). N o obstante, el anâlisis posthoc no revelô diferencias significativas entre 
ninguno de los grupos comparados, tan sôlo una tendencia hacia la disminuciôn de esta
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Tabla 37. Comportamiento en el tablero de agujeros de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros, viejos y 
muy viejos contrôles (C) y con enriquecimiento ambiental (EA).
Tablero con 
agujeros Adultos Viejos Muy Viejos
Deambulaciôn
C EA C EA C EA
extema
(n°)
Deambulaciôn
178,36112,94 179,67115,30 159,57123,82 176,50110,95 120,83114,74 148,83111,80
interna
(n“)
Deambulaciôn
109,1417,59 104,3317,37 103,57119,82 132,83113,56 82,83123,06 64,83118,38
central
(n°)
Deambulaciôn
30,3612,97 24,5012,56 22,1414,87 36,8315,62 19,8317,67 13,1714,70
total
(n“)
Deambulaciôn
287,50114,88 284,00120,22 263,14139,61 309,33123,93 203,67132,56 213,67128,37
interna
(%)
De ambulaciôn
38,4312,26 37,3311,75 38,5713,30 42,6711,38 38,6714,57 26,6716,36
central
(%)
Frecuencia
10,5710,90 8,6710,73 8,2911,43 11,6711,12 8,5011,78 5,1711,72
exploratoria
(n°)
27,7112,47 24,0812,44 22,4312,87 25,8311,25 24,8313,88 19,6713,25
Tiempo de 
exploraciôn (s) 
Postura
38,2315,53 39,0914,98 31,9618,03 35,5813,24 34,9014,08 34,1319,46
erguida
(n“)
Acicalamiento
29,2114,16 31,2514,06 18,5713,26 32,3314,64 8,8312,14 8,6712,25
(n°)
Defecaciones
0,6410,17 0,6710,22 0,8610,34 0,8310,17 1,1710,48 0,8310,40
(n“)
3,0710,58 2,0010,39 3,4310,78 4,3311,86 1,511,12 1,33:0,71
Se muestra la media ± el error estândar de 6-14 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos.
conducta en muy viejos enriquecidos con respecto a los adultos control (P=0,066). La 
deambulaciôn total, obtenida de la suma de la externa y la interna, fue consecuentemente 
menor en muy viejos con respecto a adultos (P<0,01) y viejos (P<0,05).
Ademâs se calculé el porcentaje de deambulaciôn central, sobre el que se observô 
un efecto global del envejecimiento, asi como una interacciôn entre el efecto del 
enriquecimiento y la edad en la que este es aplicado. Los muy viejos tendieron hacia 
menores porcentajes de deambulaciôn central que los adultos (P=0,053) y los viejos 
(P=0,082). El anâlisis posthoc en este caso si indicé diferencias estadisticamente significativas 
entre muy viejos enriquecidos y adultos control (P<0,05). En el caso del porcentaje de 
deambulaciôn interna, ùnicamente se observaron tendencias, hacia efecto global de la edad
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Figura 94. Deambulaciôn externa (n° cuadrantes periféricos) (A), postura erguida (n°) (B), y frecuencia (n° 
agujeros explorados) (C) y tiempo de exploraciôn (s en agujeros explorados) (D) en el tablero de agujeros, de 
ratones hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con 
enriquecimiento ambiental. Cada columna représenta la media ± el error estândar de 6-14 valores 
correspondientes a ese mismo ntimero de sujetos (12-14 adultos; 6-7 viejos y muy viejos). •P<0,05 con 
respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido. Se observa la tendencia hacia mâs cantidad de 
posturas erguidas los en viejos enriquecidos que en los contrôles.
(P=0,094) y hacia interacciôn entre esta y la condiciôn de enriquecimiento (P=0,087). De 
nuevo los muy viejos tendieron hacia menores porcentajes que los viejos (P=0,091).
Por otra parte, la edad tuvo un efecto altamente significativo (P<0,001) sobre el 
numéro de posturas erguidas, considerado en esta prueba como un parâmetro de 
actividad general. Globalmente, los muy viejos hicieron mucha menor cantidad de posturas 
erguidas durante la prueba que los adultos (P<0,001) y que los viejos (P<0,01). No
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obstante, el anâlisis posthoc sôlo revelô diferencias significativas entre muy viejos y muy 
viejos enriquecidos con respecto a los adultos control (P<0,05).
La frecuencia de exploraciôn de los agujeros del tablero asi como el tiempo de 
exploraciôn de los mismos no mostraron cambios ni con la edad ni con el enriquecimiento 
ambiental. Tampoco se observaron variaciones en la conducta de acicalamiento. Por 
ultimo, el numéro de defecaciones si variô con la edad (P<0,05), de modo que fue menor 
en muy viejos que en viejos de manera global (P<0,05).
Campo abierto
Los resultados obtenidos con respecto al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre el comportamiento de los animales en el campo abierto se muestran 
en la tabla 38 y la figura 95.
Tabla 38. Comportamiento en el campo abierto de ratones hembras IC R /C D l adultos maduros, viejos y 
muy viejos contrôles (C) y con enriquecimiento ambiental (EA).
Campo
abierto Adultos Viejos Muy Viejos
C E A C EA C EA
Deambulaciôn
extema 99,23±9,62 89,1716,56 89,29114,91 98,50113,05 53,5014,06 74,83114,32
(n°)
Deambulaciôn
interna 32,8513,12 30,0812,39 35,1416,08 44,6716,98 25,1717,22 26,6719,09
(n")
Deambulaciôn
total 132,08110,97 119,2518,30 124,43119,46 143,17119,46 78,6718,40 101,50122,68
(n°)
Deambulaciôn
interna 25,3811,93 25,5011,20 28,1412,75 31,0011,57 29,5016,68 20,5016,15
(%)
Tiempo 
de inmovilidad 0,7210,72 0,2410,13 0 0 5,6613,85 2,3211,93
Postura
erguida 14,3111,80 13,5811,79 12,4312,82 19,6714,72 2,8312,07 2,8311,80
(n°)
Acicalamiento
(n°) 1,0810,33 1,1710,24 0,8610,40 1,3310,42 1,5010,43 1,1710,60
Defecacinnps
(n°) 2,0010,57 2,3310,41 3,0010,62 1,6710,42 1,5010,62 (,6710,49
Se muestra la media ±  el error estândar de 6-13 valores correspondientes a ese mismo numéro de suje:os.
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Figura 95. Deambulaciôn externa (n° cuadrantes periféricos) (A), postura erguida (n°) (B), y deambulaciôn 
interna (n° cuadrantes internos) (C) en el campo abierto, de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros 
(AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. Cada columna représenta la 
media ± el error estândar de 6-13 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (12-13 adultos; 6- 
7 viejos y muy viejos). •P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido. Se observa la 
tendencia hacia mayor deambulaciôn externa en los muy viejos enriquecidos que en sus correspondientes 
contrôles de edad, y hacia mâs cantidad de posturas erguidas y mayor deambulaciôn interna en los viejos 
enriquecidos que en los contrôles.
La edad produjo un efecto general sobre la deambulaciôn externa (P<0,05), que 
fue menor en muy viejos que en adultos (P<0,05) y que en viejos (P=0,053). N o obstante, 
el anâlisis posthoc solo revelô diferencias estadisticamente significativas entre muy viejos 
control y adultos control, mostrando los muy viejos enriquecidos valores similares a éstos. 
La deambulaciôn interna tendiô a disminuir con el envejecimiento (P=0,062), de modo que 
los muy viejos tendieron a deambular menos por el interior del campo abierto que los 
viejos (P=0,061). Asi, la deambulaciôn total, suma de las anteriores, disminuyô con la edad 
(P<0,05), m ostrando los muy viejos menores valores que los adultos y los viejos (P<0,05,
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respectivamente). Se calculé también el porcentaje de deambulaciôn interna, que no mostrô 
variaciones entre ninguno de los grupos comparados.
De nuevo, la edad tuvo un efecto altamente significativo (P<0,001) sobre el numéro 
de posturas erguidas. Globalmente, los muy viejos hicieron mucha menor cantidad de 
posturas erguidas durante la prueba que los adultos y que los viejos (P<0,001, 
respectivamente). El anâlisis posthoc sôlo revelô diferencias significativas entre muy viejos 
control y enriquecidos con respecto a los adultos control (P<0,05).
También, la edad produjo un efecto general sobre el tiem po de inmovilidad  
(P<0,05), que fue mayor globalmente en muy viejos que en adultos y viejos (P<0,05, 
respectivamente). El anâlisis estadistico profundo revelô diferencias significativas 
ùnicamente entre muy viejos y adultos control (P<0,05), pero no entre los muy viejos 
enriquecidos y éstos. Los muy viejos control también mostraron mâs tiempo de 
inmovilidad que los viejos control (P<0,05), diferencias que desaparecieron en los muy 
viejos enriquecidos.
N o se observaron cambios con respecto a la conducta de acicalamiento ni al 
numéro de defecaciones.
Laberinto elevado en cruz
Los resultados obtenidos con respecto al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre el comportamiento de los animales en el laberinto en cruz elevado se 
muestran en la tabla 39 y la figura 96.
Ni edad ni enriquecimiento tuvieron un efecto significativo sobre la entrada de los 
animales en los brazos abiertos del laberinto, determinada tanto como numéro, como en 
porcentaje.
N o obstante, el enriquecimiento ambiental si que produjo un efecto global sobre el 
numéro de entradas en los brazos cerrados del laberinto (P<0,01), aumentândolo. La 
edad también tuvo un efecto general sobre este parâmetro (P<0,05), de modo que fue 
menor en muy viejos en relaciôn a los adultos (P<0,05). El anâlisis poshoc revelô que el 
aumentô del numéro de entradas en los brazos cerrados se produce en los viejos 
enriquecidos con respecto a los contrôles (P<0,05). Sin embargo, el porcentaje de entradas 
en los brazos cerrados no variô en funciôn de la edad o el enriquecimiento.
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Tabla 39. Comportamiento en el laberinto en cruz elevado de ratones hembras lCR/CDl adultos maduros, 
viejos y muy viejos contrôles (C) y con enriquecimiento ambiental (EA).
Laberinto en 
cruz elevado Adultos Viejos Muy Viejos
Entradas en
C EA C EA C EA
abiertos
(n“)
Entradas en
9,55±1,93 8,3611,07 7,1411,08 9,5011,86 7,0011,70 5,0011,03
cerrados
(n“)
Entradas
15,55±0,97 16,9111,59 12,0011,21 19,3311,82 10,8011,93 13,6711,89
totales
(n'O
Entradas en
25,09±2,06 25,2712,03 19,1411,30 28,8312,56 17,8012,52 18,6712,06
abiertos
(%)
Entradas en
35,00±5,63 32,9113,23 37,4315,46 32,1715,02 39,4017,34 27,3314,86
cerrados
(%)
Tiempo en
65,00±5,63 67,0913,23 62,7115,46 67,8315,02 60,6017,34 72,6714,86
abiertos
(s)
Tiempo en
74,86± 14,56 55,8319,06 79,68113,10 61,12112,94 74,95115,76 33,0417,05
cerrados
(s)
Tiempo en
98,74±8,29 116,5817,44 82,46110,10 112,0419,92 80,32112,39 135,52112,43
central
(s)
Tiempo
126,40± 10,60 127,5919,64 137,86111,04 126,84115,51 144,7313,74 132,44111,50
total brazos
(s)
Tiempo en
173,60110,60 172,4119,64 162,14111,04 173,16115,51 155,2713,74 167,56111,50
abiertos
(%)
Tiempo en
40,5516,32 31,0914,19 48,2916,04 33,8315,44 47,4019,47 20,0014,34
cerrados
(%)
59,4516,32 68,9114,19 51,7116,04 66,1715,44 52,6019,47 80,0014,34
Se muestra la media ± el error estândar de 5-11 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos.
En el caso del numéro de entradas totales en alguno de los brazos del laberinto en 
cruz, la edad produjo un efecto general sobre el mismo (P<0,05), de modo que fue menor 
globalmente en los muy viejos con respecto a los adultos (P<0,01). La misma tendencia se 
observô en los muy viejos al comparados con los viejos (P=0,089). El enriquecimiento 
tendiô a aumentar este parâmetro (P=0,061), existiendo también una tendencia hacia la 
interacciôn entre el efecto del ambiente enriquecido y la edad de los individuos en los que 
es aplicado (P=0,074). Asi, el anâlisis posthoc revelô que esta tendencia al aumentô se 
produce ùnicamente en los viejos enriquecidos con respecto a los contrôles (P=0,062).
El tiem po absoluto empleado en los brazos abiertos del laberinto en cruz fue 
menor en los animales enriquecidos con respecto a los contrôles (P<0,05). También, el 
porcentaje de tiempo empleado por los ratones en los brazos abiertos fue menor en el caso 
de los enriquecidos en relaciôn a los no enriquecidos (P<0,01). En este caso, el anâlisis
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Figura 96. Tiempo en brazos abiertos (%) (A), entradas en brazos abiertos (%) (B), y entradas en brazos 
cerrados (n°) (C) en el laberinto en cruz elevado, de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos 
(V) y muy \nejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. Cada columna représenta la media ± el 
error estândar de 5-11 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (11 adultos; 6-7 \nejos; 5-6 
muy viejos). *P<0,05 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; #P<0,05 
con respecto al valor del grupo de viejos no enriquecido. Se observa el menor porcentaje de tiempo empleado 
en los brazos abiertos por los ratones enriquecidos que en los contrôles (P<0,01), especialmente en los muy 
viejos. Un perfil similar aparece en el porcentaje de entradas en los brazos abiertos, si bien en este caso no 
llegô a ser significativo.
posthoc revelô una tendencia a la disminuciôn en los muy viejos enriquecidos con respecto a 
los contrôles de su misma edad (P=0,095), que se hizo significativa al comparados con los 
viejos control (P<0,05).
Por el contrario, el tiem po empleado en los brazos cerrados del laberinto fue 
mayor en los animales enriquecidos que en los contrôles (P<0,001). De esta forma, los muy 
viejos enriquecidos pasaron mas tiempo en los brazos cerrados que los muy viejos y que los 
viejos control (P<0,05, respectivamente). Un perfil similar se observô para el porcentaje de 
tiempo empleado en los brazos cerrados, que también aumentô con el enriquecimiento
302
Resultados
(P<0,01), mostrando los muy viejos enriquecidos una tendencia hacia mayores valores que 
sus contrôles (P=0,095), que se hizo significativa al compararlos con los viejos control 
(f<0,05).
N o obstante, no se observaron cambios con respecto al tiempo total empleado en 
alguno de los brazos del laberinto ni al que pasaron en su parte central.
T est de Porsolt o de nataciôn forzada
Los resultados obtenidos con respecto al efecto del enriquecimiento ambiental a lo 
largo de la edad sobre el comportamiento de los animales en la prueba de Porsolt de 
nataciôn forzada se muestran en la tabla 40 y las figuras 97,98.
Tabla 40. Comportamiento en el test de Porsolt de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros, viejos y 
muy viejos contrôles (G) y con enriquecimiento ambiental (EA).
Test de 
Porsolt Adultos Viejos Muy Viejos
C EA C EA C EA
D I A l
Tiempo de 
latencia 104,99± 10,00 97,6316,69 98,62123,92 145,79131,66 54,48123,24 79,09129,01
(s)
Tiempo de 
inmovilidad 113,12±12,92 103,30113,07 70,51118,78 64,40121,86 125,14130,60 69,79118,24
(s)
Tiempo de 
nataciôn 53,38±6,01 46,2615,99 81,01123,26 119,12121,59 36,33113,40 44,8716,13
(s)
Tiempo de
conductas de 
escape
(s)
16,43±3,65 8,8611,38 11,8915,05 6,6312,38 8,9913,15 1,5210,81
D IA 2
Tiempo de 
latencia 38,2017,29 30,6217,82 67,43128,78 51,63119,26 41,15114,78 29,6114,74
(s)
Tiempo de 
inmovilidad 137,76113,14 152,56122,23 132,07135,27 125,69126,14 124,93122,95 128,57132,74
(s)
Tiempo de 
nataciôn 31,7615,10 35,11110,00 54,65118,47 67,56120,77 40,3119,70 38,6718,37
(s)
Tiempo de
conductas de
escape
(s)
8,3212,32 1,0210,46 1,9711,11 0,2010,10 5,2213,72 1,0910,68
Se muestra la media ± el error estàndar de 5-13 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos.
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Figura 97. Tiempo de latencia hasta alcanzar la primera inmovilidad compléta en los di'as 1 (A) y 2 (B), y 
tiempo de inmovilidad en los dias 1 (C) y 2 (D) (segundos) en el test de Porsolt, de ratones hembras 
ICR/CDl adultos maduros (AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. 
Cada columna représenta la media ± el error estàndar de 5-13 valores correspondientes a ese mismo niimero 
de sujetos (12-13 adultos; 6-7 viejos; 5-6 muy viejos). En el di'a 1 se observa la tendencia hacia mayor tiempo 
de latencia hasta alcanzar la primera flotaciôn en los viejos enriquecidos en comparaciôn con los contrôles, y 
hacia menor tiempo de inmovilidad en los muy viejos enriquecidos con respecto a sus correspondientes 
contrôles de edad. Estas tendencias desaparecen en el dia 2.
La edad produjo un efecto global sobre el tiempo de latencia a la primera 
inmovilidad compléta en el primer dia de la pmeba (P<0,05), de manera que fue menor en 
los muy viejos que en los viejos (P<0,05). Este tiempo de latencia en el dia 2 fue menor en 
todos los gmpos, de modo que estas diferencias desaparecieron.
Con respecto al tiem po de inmovilidad, en el dia 1 existiô una tendencia hacia un 
efecto general del envejecimiento (P=0,067), tendiendo a ser menor en viejos que en
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adultos (P=0,054). El tiempo de inmovilidad en el segundo dia de la pmeba fue mayor en 
todos los gmpos, y similar para todos ellos (Fig. 97).
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Figura 98. Tiempo de nataciôn en los dias 1 (A) y 2 (B), y tiempo empleado en conductas de escape {climbing 
en los dias 1 (C) y 2 (D) (segundos) en el test de Porsolt, de ratones hembras ICR/CDl adultos maduros 
(AM), viejos (V) y muy viejos (MV) contrôles y con enriquecimiento ambiental. Cada columna représenta la 
media ± el error estàndar de 5-13 valores correspondientes a ese mismo ntimero de sujetos (12-13 adultos; 6- 
7 viejos; 5-6 muy viejos). *P<0,05 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo grupo de edad; 
••P<0,01, •P<0,05 con respecto al valor del grupo de edad adulta no enriquecido. Se observa el menor 
tiempo dedicado a las conductas de escape por los animales enriquecidos en comparaciôn con los contrôles 
en ambos dias de la prueba (P<0,05 y P<0,01 para los dias 1 y 2, respectivamente).
La edad produjo un efecto general sobre el tiem po de nataciôn  en el dia 1 de la 
pm eba de nataciôn forzada (P<0,001), de manera que fue mayor globalmente en los viejos
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con respecto a adultos y muy viejos (P<0,001). El analisis posthoc revelo que en ese dia los 
viejos enriquecidos nadaron mas que los adultos control (P<0,01).
El tiempo de nataciôn fue menor en el segundo dia de la prueba, de forma que sôlo 
se observô una tendencia hacia efecto global de la edad (P=0,064), mostrando los viejos 
ûnicamente una tendencia hacia mayor tiempo de nataciôn que los adultos (P=0,057).
Por otra parte, el tiem po em pleado en conductas de escape (climbing en el dia 1 
del test fue menor en los animales enriquecidos que en los contrôles (P<0,05). También se 
observô una tendencia hacia un efecto global de la edad (P=0,101), tendiendo los muy 
viejos hacia menores tiempos empleados en este tipo de conductas que los adultos 
(P=0,064). El analisis posthoc revelô diferencias estadisticamente significativas entre los muy 
viejos enriquecidos y los adultos control (P<0,05).
El tiempo de las conductas de escape fue menor en el segundo dia de la prueba que 
en el primero, para todos los grupos. N o obstante, los animales enriquecidos siguieron 
haciendo menos tiempos de climbing que los no enriquecidos (P<0,01). El analisis posthoc 
revelô diferencias estadisticamente significativas entre los adultos enriquecidos y los 
contrôles (P<0,05). También los viejos enriquecidos mostraron menos tiempo de climbing 
en este dia 2 de la prueba que los adultos control (P<0,05), y la misma tendencia se observô 
en los muy viejos enriquecidos (P"=0,083) (Fig. 98).
4.2.2.I.4. Longevidad.
En la figura 99 se representan los resultados correspondientes al efecto del 
enriquecimiento ambiental, iniciado en la edad adulta y continuado hasta la muerte natural 
del individuo, sobre la supervivencia de los ratones.
El test de Kaplan-Meier revelô una tendencia hacia mayor longevidad media en los 
animales que habian vivido en un ambiente enriquecido que en los contrôles (82,08+6,88 
vs. 79,21 ±4,16 semanas, P=0,065). Ademâs, el ultimo animal control muriô a las 95 
semanas, mientras que el enriquecimiento logrô aumentar la longevidad maxima del lote de 
animales en un 13%, Uegando éstos a alcanzar las 107 semanas.
Dado el numéro de sujetos, se calculô también la mediana, o percentil 50, para 
ambos grupos expérimentales, y se observô que la mitad de la poblaciôn control apenas 
superô las 80 semanas de edad, mientras que en el caso de los animales que habian vivido 
en un ambiente enriquecido, la mitad de la poblaciôn muriô por encima de las 90 semanas 
de edad (91,29±1,19 vs. 100,33±2,51, P<0,01) (Fig. 100).
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Figura 99. Supervivencia acumulada (semanas) de ratones hembras ICR/CDl contrôles y con 
enriquecimiento ambiental iniciado en la edad adulta. Cada b'nea représenta la supervivencia acumulada de los 
animales de cada grupo experimental (14 contrôles; 12 enriquecidas). Se observa la tendencia hacia mayor 
longevidad media de los animales que habian vivido en un ambiente enriquecido.
PERCENTIL 50 ENRIQUECIMIENTO 
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Figura 100. Supervivencia acumulada (semanas) para el percentil 50 de ratones hembras ICR/CDl contrôles 
y con enriquecimiento ambiental iniciado en la edad adulta. Cada Knea représenta la supervivencia acumulada 
de los animales de cada grupo experimental (7 contrôles; 6 enriquecidas). El analisis estadfstico de Kaplan- 
Meier revelô diferencias estadisticamente significativas en la longevidad media de ambos grupos 
expérimentales. Log Rank (Mantel-Cox) P<0,01.
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En la figura 101 se representan los resultados correspondientes al efecto del 
enriquecimiento ambiental, iniciado en la edad avanzada (viejos) y muy avanzada (muy 
viejos), y continuado hasta la muerte natural de los individuos, sobre la supervivencia de los 
mismos.
El test de Kaplan-Meier no revelô diferencias significativas en la longevidad media 
de los animales que habian vivido en un ambiente enriquecido desde viejos o desde muy 
viejos con respecto a sus correspondientes contrôles no enriquecidos (88,86±8,92 vs. 
95,00+10,09, y 99,29±4,08 vs. 96,86±6,35 semanas, respectivamente) (Fig. 102).
EinUQUECIMIENTO INICIADO 
EN EDAD MUY AVANZADA
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Figura 101. Supervivencia acumulada (semanas) de ratones hembras ICR/CDl contrôles y con 
enriquecimiento ambiental iniciado en la edad avanzada (viejos) o muy avanzada (muy viejos). Cada Knea 
représenta la supervivencia acumulada de los animales de cada grupo experimental (7 viejos control y 7 
enriquecidas; 7 muy viejos control y 7 enriquecidas).
4.2.2.2. Efecto del ambiente enriquecido en los cambios asociados a la enfermedad 
de Alzheimer en la funcionalidad y el contenido en glutation de linfocitos 
esplénicos y tim icos, y en los niveles plasm âticos de corticosterona, en ratones 
machos y hembras viejos triple-transgénicos para esta enfermedad.
4.2.2.2.I. Funciôn linfocitaria: Quim iotaxis, proliferaciôn y  actividad N K
Los resultados relativos a la funciôn de linfocitos de bazo y timo se muestran en las 
tablas 41-44 y en las figuras 102-104.
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Tabla 41. Indice de quimiotaxis (numéro de linfocitos), proliferaciôn (cuentas por minuto) no esdmulada 
(basai) y estimulada con concanavalina A (ConA) y lipopolisacârido (LPS), y actividad Natural Ksller (% lisis)
Funciôn linfocitos
Viejos NTg Viejos 3xTgAD
C EA C EA
Indice quimiotaxis (n“ linfocitos)
Bazo
Hembras 55101340 74191444 84681338 79821497
Machos 42271377 34421144 43711448 1712183
Timo
Hembras 57661298 75911584 85441411 59481234
Machos 42951246 47301391 51411344 19521188
Proliferaciôn basai (cuentas por minuto)
Bazo
Hembras 10881198 10051133 13211255 12851539
Machos 8731170 10051173 14621471 21481778
Timo
Hembras 427135 491180 536159 4381159
Machos 306131 373151 421126 5001119
Proliferaciôn en respuesta a ConA (cuentas por minuto)
Bazo
Hembras 21761398 21061106 25771327 22271412
Machos 22871183 33201355 21871234 29181312
Timo
Hembras 423141 7291127 377133 5391200
Machos 273119 5351101 427136 9341273
Proliferaciôn en respuesta a LPS (cuentas por minuto)
Bazo
Hembras 1380911373 81081316 133731554 859311297
Machos 1408011077 1138111487 643411094 58411733
Timo
Hembras 480142 6431176 435169 5521184
Machos 307141 408166 407136 7241121
Actividad N atural Killer (% üsis)
Bazo
Hembras 3814 5414 3313 5011
Machos 3512 4312 3111 4815
Timo
Hembras 5412 5712 4512 6813
Machos 5212 7312 1312 5314
Se muestra la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaüzados por dupUcado o triplicado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD 
= triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer; C = contrôles no enriquecidos; EA = 
enriquecimiemto ambiental.
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Con respecto a la quim iotax is de los linfocitos esplénicos, el enriquecimiento tuvo 
un efecto diferencial sobre animales no transgénicos y triple transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer (P<0,001), que ademâs fue diferente dependiendo del sexo de 
los individuos (P<0,001) (Tabla 41,42). De esta forma, el enriquecimiento ambiental 
produjo un aumento (P<0,01) en la quimiotaxis de linfocitos procedentes de bazo de 
hembras no transgénicas, mientras que no tuvo efecto alguno en los machos. Por el 
contrario, el ambiente enriquecido condujo a una disminuciôn (P<0,01) de funciôn en 
machos transgénicos, sin dar lugar a cambios en las hembras (Fig. 102A).
Tabla 42. Pruebas de los efectos inter-sujetos para el indice de quimiotaxis de linfocitos murinos esplénicos y 
timicos.
Indice quimiotaxis 
(n“ Unfocitos)
Bazo Timo
EA ns (P=0,078) **
Tg ns (P=0,091) ns
Sexo *** ***
EA*Tg *** ***
EA*Sexo *** ns
Tg*Sexo *** *
EA*Tg*Sexo ns ns
Se muestra el efecto global de las variables enriquecimiento ambiental (EA), transgenicidad (Tg) y sexo, asi 
como las distintas interacciones entre eUas. ***P<0,001, ** P<0,01, *P<0,05, ns = no significativo.
En el caso de los linfocitos timicos, la intervenciôn ambiental disminuyô (P<0,01) 
de manera global la funciôn quimiotâctica, si bien su efecto también fue diferencial sobre 
animales no transgénicos y triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer (P<0,001) 
(Tabla 41,42). Asi, el analisis posthoc revelô que de hecho el enriquecimiento sôlo produce 
esa disminuciôn en individuos transgénicos, tanto en hembras (P<0,01) como en machos 
(P<0,001), encontrândose en las hembras triple transgénicas control en niveles elevados 
con respecto a las hembras no transgénicas (P<0,001) (Fig. 102B).
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Figura 102. Indice de quimiotaxis (numéro de células) de linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B). 
Cada columna représenta la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo niimero 
de sujetos (8-10 hembras y machos viejos no transgénicos control, y hembras viejas triple transgénicas 
control; 11-12 hembras viejas no transgénicas enriquecidas; 6-8 machos viejos no transgénicos enriquecidos, y 
triple transgénicos control y enriquecidos, y hembras viejas triple transgénicas enriquecidas). Cada valor es la 
media de ensayos reaüzados por triplicado. ***P<0,001, **P<0,01 con respecto al valor del control no 
enriquecido del mismo sexo y grupo; ###P<0,001, ##P<0,01 con respecto al valor del grupo de viejos no 
transgénicos control del mismo sexo; •••P<0,001, •P<0,05 con respecto al valor de las hembras del mismo 
grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer.
En relacion a la linfoproliferacion, cabe destacar un efecto altamente significativo 
(P<0,001) del enriquecimiento ambiental aumentando la respuesta proliferativa de los 
linfocitos timicos al mitogeno concanavalina A tanto en hembras como en machos viejos 
no transgénicos y triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer (Tabla 41,43). 
También en timo, la intervenciôn ambiental produjo un aumento (P<0,05) global de la 
proliferaciôn linfocitaria ante el estimulo lipopolisacârido (Tabla 41,43).
Sin embargo, en bazo, el ambiente enriquecido condujo a una disminuciôn 
(P<0,001) global de la linfoprohferaciôn en respuesta a lipopolisacârido, observândose un 
efecto diferencial en funciôn del sexo (P<0,05) (Tabla 41,43). El anâlisis estadfstico 
profundo revelô que esta disminuciôn se produce fundamentalmente en hembras, y 
especialmente en las no transgénicas (P<0,05) (Fig. 103A).
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Tabla 43. Pruebas de los efectos inter-sujetos para la proliferaciôn (cuentas por minuto) de linfocitos 
murinos esplénicos y timicos no estimulados (basai), y estimulados con concanavalina A y lipopolisacârido.
Proliferaciôn
(cpm)
Basal Concanavalina A LipopoUsacarido
Bazo Timo Bazo Timo Bazo Timo
EA ns ns ns *** *** *
Tg * ns ns ns *** ns
Sexo ns ns ns (P=0,067) ns * ns
EA*Tg ns ns ns ns ns ns
EA*Sexo ns ns * ns * ns
Tg*Sexo ns ns ns * *** ns
EA*Tg*Sexo ns ns ns ns ns ns
Se muestra el efecto global de las variables enriquecimiento ambiental (EA), transgenicidad (Tg) y sexo, asi 
como las distintas interacciones entre eUas. ***P<0,001, *P<0,05, ns = no significativo.
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Figura 103. Proliferaciôn (cuentas por minuto) de linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B) no 
estimulados (basai) y estimulados con concanavalina A (ConA) y lipopolisacârido (LPS). Cada columna 
represents la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos (8- 
12 hembras y machos viejos no transgénicos control y enriquecidos, y hembras viejas triple transgénicas 
control; 6-7 machos viejos triple transgénicos control y enriquecidos, y hembras viejas triple transgénicas 
enriquecidas). Cada valor es la media de ensayos reaüzados por tripücado. *P<0,05 con respecto al valor del 
control no enriquecido del mismo sexo y grupo; ###P<0,001, ##P<0,01, #P<0,05 con respecto al valor del 
grupo de viejos no transgénicos control del mismo sexo; ••P<0,01, •P<0,05 con respecto al valor de las 
hembras del mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
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El ambiente enriquecido tuvo un efecto global aumentando (P<0,001) la actividad 
NK, tanto en las células esplénicas como en las rimicas (Tabla 41,44).
Tabla 44. Pruebas de los efectos inter-sujetos para la actividad 'Natural Killer (% Hsis) de linfocitos murinos 
esplénicos y timicos.
Actividad 
N a tu ra l K ille r  
(% Hsis)
Bazo Timo
EA ***
Tg ns ***
Sexo * ***
EA*Tg ns ***
EA*Sexo ns ***
Tg*Sexo ns ***
EA*Tg*Sexo ns ns
Se muestra el efecto global de las variables enriquecimiento ambiental (EA), transgenicidad (Tg) y sexo, asi 
como las distintas interacciones entre ellas. ***P<0,001, *P<0,05, ns = no significativo.
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Figura 104. Actividad Natural 'Killer (NK) (% lisis) de linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos (B). Cada 
columna représenta la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo niimero de 
sujetos (8-12 hembras y machos viejos no transgénicos control y enriquecidos, y hembras riejas triple
transgénicas control; 6-7 machos viejos triple transgénicos control y enriquecidos, y hembras viejas triple
transgénicas enriquecidas). Cada valor es la media de ensayos reaüzados por tripücado. ***P<0,001, **P<0,01 
con respecto al valor del control no enriquecido del mismo sexo y grupo; ###P<0,001, ##P<0,01 con 
respecto al valor del grupo de viejos no transgénicos control del mismo sexo; •••P<0,001 con respecto al 
valor de las hembras del mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD =
triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
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En el caso del bazo, el analisis posthoc revelo que, si bien existiô una tendencia al 
aumento en todos los grupos, este sôlo fue significativo en el caso de las hembras 
transgénicas (P<0,01) (Fig. 104A).
Por otra parte, en timo, el efecto del enriquecimiento fue diferencial en individuos 
no transgénicos y transgénicos (P<0,001), y dependiô también del sexo de los mismos 
(P<0,001) (Tabla 41,44). Asi, dicho aumento (P<0,001) se produjo en machos viejos no 
transgénicos y triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer, cuyos niveles se 
encontraban muy disminuidos (P<0,001) con respecto a los no transgénicos y alcanzaron 
los de éstos tras la intervenciôn ambiental, y en hembras transgénicas (Fig. 104B).
4.2.2.2.2. Citoquinas: Interleuquina 2 y  factor de necrosis tum oral a.
Las tablas 45,46 y la figura 105 muestran los resultados obtenidos con respecto a los 
niveles de IL-2 inducidos por concanavalina A y de TN F-a estimulados por 
lipopolisacârido en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos esplénicos y timicos.
Tabla 45. Niveles (pg/ml) de IL-2 en sobrenadantes de cultivos estimulados con concanavalina A, y de TNF-
Niveles citoquinas 
(pg/ml)
Viejos NTg Viejos 3xTgAD
C EA C EA
IL-2
Bazo
Hembras 37±5 38±6 60±4 41±7
Machos 62±7 75±2 31 ±6 35±6
Timo
Hembras 17±2 21 ±2 16±2 23±2
Machos 19±2 14±2 20±3 20±2
TNF-a
Bazo
Hembras 104±3 92±2 157±12 148±20
Machos 99±5 77±5 155±14 139±11
Timo
Hembras 109±3 109±3 121±6 104±5
Machos 108±3 92±5 105±5 107±7
Se muestra la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaüzados por dupücado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer; C = contrôles no enriquecidos; EA = enriquecimiento 
ambiental.
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En relacion al efecto del enriquecimiento ambiental sobre los niveles de IL-2 en los 
sobrenadantes de cultivo de linfocitos en respuesta a concanavalina A, este fue diferencial 
en funciôn del sexo de los individuos (P<0,05), tanto en bazo como en timo (Tabla 45,46). 
En bazo, existiô una tendencia hacia mayores niveles en machos enriquecidos con respecto 
a los no enriquecidos, que fue contraria en hembras. En timo se produjo una situaciôn 
inversa, con tendencia hacia mayores niveles en hembras enriquecidas en relaciôn a las no 
enriquecidas, y al contrario en machos (Fig. 105A,B).
Tabla 46. Pruebas de los efectos inter-sujetos para los niveles (pg/ml) de IL-2 en sobrenadantes de cultivos 
estimulados con concanavalina A, y de TNF-a en sobrenadantes de cultivos estimulados con lipopolisacârido,
Niveles citoquinas 
(pg/ml)
IL-2 TNF-a (pg/ml)
Bazo Timo Bazo Timo
EA ns ns * *
Tg ** ns *** ns
Sexo ns (P=0,090) ns ns *
EA*Tg ns (P=0,083) ns ns ns
E A*Sexo * * ns ns
Tg*Sexo *** ns ns ns
EA*Tg*Sexo ns ns ns *
Se muestra el efecto global de las variables enriquecimiento ambiental (EA), transgenicidad (Tg) y sexo, asi 
como las distintas interacciones entre eUas. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05, ns = no significativo.
Por otra parte, los niveles de T N F -a  en los sobrenadantes de cultivo de linfocitos 
esplénicos y timicos en respuesta a lipopolisacârido disminuyeron tras la intervenciôn 
ambiental (P<0,05) (Tabla 45,46). No obstante en timo, se observô interacciôn entre las 
variables enriquecimiento, transgenicidad y sexo (P<0,05) (Tabla 45,46), que se tradujo en 
que la tendencia hacia menores niveles de T N F -a  consecuencia del enriquecimiento se 
producfa sôlo en los machos no transgénicos y en las hembras triple transgénicas para la 
enfermedad de Alzheimer (Fig. 105A,B).
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Figura 105. Niveles (pg/ml) de IL-2 en sobrenadantes de cultivos estimulados con concanavalina A, y de 
TNF-a en sobrenadantes de cultivos estimulados con lipopolisacârido, de linfocitos murinos esplénicos (A) y 
timicos (B). Cada columna représenta la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese 
mismo numéro de sujetos (8-12 hembras y machos viejos no transgénicos control, hembras viejas no 
transgénicas enriquecidas, y triple transgénicas control; 6-7 machos viejos no transgénicos enriquecidos y 
triple transgénicos control y enriquecidos, y hembras viejas triple transgénicas enriquecidas). Cada valor es la 
media de ensayos reaüzados por dupücado. ##P<0,01, #P<0,05 con respecto al valor del grupo de viejos no 
transgénicos control del mismo sexo; •P<0,05 con respecto al valor de las hembras del mismo grupo. H = 
hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple transgénicos para la enfermedad de 
Alzheimer.
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4 2.2.2.3. Defensa antioxidante: N iveles intralinfochanos de glutation total.
Las tablas 47,48 y la figura 106 muestran los resultados obtenidos en relacion al 
contenido en glutation (GSH) de linfocitos esplénicos y timicos.
Tabla 47. Valores de glutation (GSH) (nmol/mg protema) en linfocitos murinos esplénicos y timicos.
GSH linfocitos 
(nmol/mg protema)
Viejos NTg Viejos 3xTgAD
C EA C EA
Bazo
Hembras 9,97±1,99 4,24±0,67 12,01 ±2,60 6,74±0,56
Machos 2,43±0,31 1,55±0,35 3,41 ±0,34 2,09±0,37
Timo
Hembras 2,05±0,30 2,02±0,40 1,92±0,34 2,86±0,49
Machos 2,34±0,31 3,46±0,38 2,82±0,66 1,27±0,11
Se muestra la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaüzados por dupücado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer; C = contrôles no enriquecidos; EA = enriquecimiento 
ambiental.
El contenido en GSH de los linfocitos esplénicos disminuyô tras la intervenciôn 
ambiental (P<0,001) (Tabla 47,48). Ademâs, el efecto del enriquecimiento fue diferencial en 
funciôn del sexo (P<0,05) (Tabla 47,48), de manera que la tendencia a la disminuciôn fue 
mâs importante en hembras, y fundamentalmente en las no transgénicas (P<0,05) (Fig. 
106A).
En el caso de los linfocitos timicos, existiô interacciôn entre las variables 
enriquecimiento, transgenicidad y sexo (P<0,01) (Tabla 47,48), que se tradujo en ausencia 
de cambios tras la intervenciôn ambiental en hembras no transgénicas, y tendencias hacia el 
aumento para los machos no transgénicos y las hembras transgénicas, y hacia la 
disminuciôn en los machos transgénicos, que no obstante no Uegaron a ser significativas 
(Fig. 106B).
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Tabla 48. Pruebas de los efectos inter-sujetos para los valores de glutation (GSH) (nmol/mg protema) en
GSH linfocitos 
(nmol/mg proteina)
Bazo Timo
EA *** ns
Tg ns ns
Sexo *** ns
EA*Tg ns ns
EA*Sexo * ns
Tg*Sexo ns *
EA*Tg*Sexo ns **
Se muestra el efecto global de las variables enriquecimiento ambiental (EA), transgenicidad (Tg) y sexo, asi 
como las distintas interacciones entre eUas. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05, ns — no significativo.
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Figura 106. Valores de glutation (GSH) (nmol/mg proteina) en linfocitos murinos esplénicos (A) y timicos 
(B). Cada columna représenta la media + el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo 
ntimero de sujetos (10-12 hembras viejas no transgénicas; 6-9 machos viejos no transgénicos, y hembras 
viejas triple transgénicas; 6 machos viejos triple transgénicos). Cada valor es la media de ensayos reaüzados 
por dupücado. *P<0,05 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo sexo y grupo; ••P<0,01 
con respecto al valor de las hembras del mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 
3xTgAD = triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
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4.2.2.2.4. N iveles plasm âticos de corticosterona.
Las tablas 49,50 y la figura 107 muestran los resultados obtenidos en cuanto a los 
niveles plasmâticos de corticosterona.
Tabla 49. Niveles plasmâticos de corticosterona (ng/ml).
Corticosterona
(ng/ml)
Viejos NTg Viejos 3xTgAD
C EA C EA
Hembras 62,80±5,95 99,04115,81 58,7919,54 70,90111,68
Machos 21,9014,76 13,9612,11 79,6015,07 27,8513,36
Se muestra la media ± el error estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo numéro de sujetos y 
siendo cada valor la media de ensayos reaüzados por dupücado. NTg = no transgénicos; 3xTgAD = triple 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer; C = contrôles no enriquecidos; EA = enriquecimiento 
ambiental.
Tabla 50. Pruebas de los efectos inter-sujetos para los niveles plasmâticos de corticosterona (ng/ml).
Corticosterona
(ng/ml)
EA ns
Tg ns
Sexo ***
EA*Tg *
E A*Sexo ***
Tg*Sexo ***
EA*Tg*Sexo ns
Se muestra el efecto global de las variables enriquecimiento ambiental (EA), transgenicidad (Tg) y sexo, asi 
como las distintas interacciones entre eUas. ***P<0,001, *P<0,05, ns = no significativo.
El efecto del enriquecimiento sobre los niveles plasmâticos de corticosterona 
dependiô de tratarse de individuos transgénicos o no transgénicos (P<0,05), asi como del 
sexo de los mismos (P<0,001) (Tabla 49,50). Asi, los niveles aumentados (P<0,001) de 
corticosterona plasmâtica en machos transgénicos en relaciôn a los no transgénicos, 
disminuyeron (P<0,001) hasta el valor de éstos tras la intervenciôn ambiental (Fig. 107).
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Figura 107. Niveles plasmâticos de corticosterona (ng/ml). Cada columna représenta la media ± el error 
estàndar de 6-12 valores correspondientes a ese mismo niimero de sujetos (8-12 hembras y machos viejos no 
transgénicos control y enriquecidos, y hembras viejas triple transgénicas control y enriquecidas; 6 machos 
triple transgénicos control y enriquecidos). Cada valor es la media de ensayos reaüzados por dupücado. 
***P<0,001 con respecto al valor del control no enriquecido del mismo sexo y grupo; ###P<0,001 con 
respecto al valor del grupo de viejos no transgénicos control del mismo sexo; •••P<0,001 con respecto al 
valor de las hembras del mismo grupo. H = hembras; M = machos; NTg = no transgénicos; 3xTgAD = 
triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.
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5.1. M ECANISMOS D E  IN M U N O SEN ESC EN C IA  Y LONGEVIDAD.
5.1.1. Envejecim iento cronolôgico: Caracterizaciôn de ratones viejos y longevos a 
nivel inmunitario y neurolôgico.
5.1.1.1. Cambios con la edad en las poblaciones, la funcionalidad y el estrés 
oxidativo e inflamatorio, asi com o en la activaciôn del factor de transcripciôn 
N FxB, en los leucocitos peritoneales a lo largo del envejecimiento, en ratones 
hembras IC R /G D I adultos, viejos y longevos.
Los resultados del présente subobjetivo demuestran que las células inmunitarias 
peritoneales de los sujetos que disfrutan de una longevidad excepcional preservan en 
general su funciôn en respuesta a estimulos, y muestran un estrés oxidativo-inflamatorio asi 
como una activaciôn del N FkB controlados en condiciones de reposo, de forma simüar a 
los individuos de edad adulta. Los animales viejos y muy viejos presentan un deterioro de la 
funciôn inmunitaria junto con una mayor oxidaciôn/inflamaciôn, y de eUos sôlo los 
individuos con una activaciôn controlada del NFxB en sus leucocitos alcanzaron la edad 
longeva, lo que apoya aùn mas el papel crucial que este factor de transcripciôn juega en el 
envejecimiento del sistema inmunolôgico.
La desregulaciôn y el deterioro générales que sufre la respuesta inmunitaria a 
medida que se avanza en el proceso de envejecimiento quedan evidenciados a través del 
mayor riesgo y severidad de las infecciones, asi como la mayor susceptibiFdad al cancer, en 
los sujetos de edad avanzada (Miller, 1996; Castle, 2000).
Las alteraciones en la inmunidad asociadas a la edad han sido ampHamente 
estudiadas y se considéra que las células T son los tipos de células inmunitarias mâs 
sensibles a la inmunosenescencia (Miller, 1996; Castle, 2000; Pawelec et al., 2002). En lo 
que respecta a la inmunidad celular, se ha descrito que la capacidad de respuesta 
proliferativa de los linfocitos ante antigenos o mitôgenos, taies como la concanavalina A, 
que es estimulo para las células T, disminuye con la edad, lo que coincide con el declive del 
factor de crecimiento autocrino de células T, la IL-2 (Guayerbas et al., 2002a; Pawelec et 
al., 2002; De la Fuente, 2008b). Resultados simüares han sido obtenidos en la présente tesis. 
En este sentido, existen estudios longitudinales llevados a cabo en personas mayores que 
han definido un fenotipo inmunitario de riesgo en humanos, que es predictor de
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supervivencia significativamente disminuida, e incluye inversion de la relaciôn de células 
C D 4/C D 8 a favor de las células T  CD8 efectoras, y baja linfoproüferaciôn en respuesta a 
mitôgenos (Wikby et al., 2005; D e la Rosa et al., 2006). Es mâs, se ha observado que los 
hnfocitos de viejos presentan una menor expresiôn de receptores para IL-2, y una 
erosiôn telomérica que limita las divisiones celulares (Ginaldi et al., 1999b; Lord et al.,
2002). También, la menor producciôn de IL-2 con el envejecimiento se ha relacionado con 
una alteraciôn de las respuestas de las células T  CD4 durante la infecciôn hacia un perfil 
Th2 (Cakman et al., 1996; Ginaldi et al., 1999a). Sin embargo, los présentes resultados 
muestran que los animales longevos preservan unos niveles adecuados de proliferaciôn en 
respuesta a ConA, sirmlares a los observados en adultos maduros, mientras que los niveles 
de IL-2 en los sobrenadantes de esos mismos cultivos asi como la expresiôn del antigeno 
de diferenciaciôn leucocitaria CD25, que forma parte del receptor de dicha citoquina, 
encontrados en longevos son incluso superiores a los que presentan aquéUos. Esto sugiere 
que, a pesar de la inversiôn que se produce con el envejecimiento en el cociente 
CD 4/CD 8, mostrada en el présente trabajo a través de la tendencia al aumento en células T 
CD8 con la edad, incluyendo a los animales longevos, en los linfocitos de estos animales se 
podrfa estar dando lugar a mecanismos compensatorios exitosos, entre los que se incluiria 
un aumento de la inducciôn T h l en respuesta a estimulos de las células T  (aumento de IL-2 
en respuesta a ConA y mayor cantidad de células que expresan CD25 para responder ante 
eUa), que es capaz de reproducir, Uegado el momento, los niveles adecuados de respuesta 
proliferativa de los adultos. En efecto, una funciôn linfoproliferativa inducida por ConA 
bien conservada es uno de los biomarcadores inmunitarios que constituyen el fenotipo 
inmunolôgico que conduce a mejor salud y mayor supervivencia, en humano (De la Rosa et 
al., 2006). Sin embargo, también se ha sugerido que un mejor mantenimiento del cociente 
C D 4/C D 8 formaria parte de este fenotipo (De la Rosa et al., 2006), si bien no séria 
fundamental, al menos en lo que a los linfocitos peritoneales se refiere, segun nuestros 
resultados. N o obstante, en este aspecto, en los sobrenandantes de cultivos de leucocitos 
no estimulados de animales longevos se observa un aumento no sôlo en los niveles de IL-2, 
que como ya se ha comentado es un factor de crecimiento de carâcter T h l, sino también en 
los de IL-9, de carâcter Th2 (Renauld et al., 1990; Mosmann y Sad, 1996), en comparaciôn 
con los adultos maduros. La IL-2 y la IL-9 potenciarian un ambiente propicio para los 
linfocitos T  CD4, con objeto probablemente de revertir el entorno CD 4/CD 8. Estos 
hechos no suceden en los animales viejos. En conjunto, parece por tanto que la
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funcionalidad de las células T  se mantiene en los longevos, mientras que se ve fuertemente 
deteriorada en los viejos.
El présente trabajo indica que la capacidad linfoproliferativa en respuesta a 
LPS también disminuye con la edad, mientras que los animales longevos muestran mayor 
respuesta que los viejos y muy viejos pero menor que la de los adultos maduros, lo que 
concuerda con trabajos previos de nuestro grupo de invesdgaciôn (Puerto et al., 2005). De 
manera interesante, algunos autores han descrito que la capacidad proliferativa de las 
células B en individuos de edad avanzada puede recuperarse mediante el tratamiento con 
concentraciones aumentadas de IL-2 (Whisler et al., 1991), mientras que los présentes 
resultados muestran que no existen cambios a lo largo de la edad en los niveles de esta 
citoquina en presencia de LPS. Por otro lado, ademâs de una menor capacidad proliferativa 
de las células B a lo largo del envejecimiento (Whisler et al., 1991; Frasca et al., 2003), 
algunos autores han descrito alteraciones en el numéro de estas células, de forma que la 
combinaciôn de la mencionada inversiôn en el cociente CD 4/CD 8 junto con unos niveles 
bajos de células B G D I9+ séria un buen predictor de mayor morbilidad y mortalidad en 
personas mayores, formando parte del fenotipo inmunitario de riesgo (De Martinis et al.,
2006). N o obstante, los présentes resultados no mostraron cambios en el porcentaje de 
células B en el peritoneo de los ratones a lo largo de la edad, mientras que, como se indicô 
con anterioridad, la proliferaciôn en respuesta a LPS si que se vio deteriorada en viejos y 
muy viejos, y también, aunque en menor medida, en longevos con respecto a los adultos 
maduros. Segun esto, si bien los cambios en el numéro de células B podrian producirse de 
manera mâs temprana a la etapa adulta madura (control de edad empleado en el présente 
trabajo), el deterioro funcional progresivo de las mismas a lo largo de la edad tendrfa mâs 
relevancia sobre el proceso de inmunosenescencia. Por tanto, la funcionalidad de las células 
B parece verse afectada tanto en viejos como en longevos.
También hay que considérât que la activaciôn de las células T por LPS requiere 
contactos celulares con células presentadoras de antigeno viables, fundamentalmente 
macrôfagos y células dendriticas en el peritoneo, cuya capacidad para inducir 
proliferaciôn de células T  se encuentra disminuida en humanos y ratones de edad avanzada 
(Stout y Suttles, 2005; D e la Rosa et al., 2006; Solana et al., 2006). Por el contrario, una 
presentaciôn de antigeno bien conservada es predictor de salud y supervivencia, y 
constituye parte intégrante del fenotipo de no riesgo extraido de estudios longitudinales en 
humanos octogenarios y nonagenarios (De la Rosa et al., 2006). En este sentido, es
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interesante observât en los présentes resultados la tendencia hacia mayor porcentaje de 
macrôfagos en el peritoneo de longevos con respecto a los adultos maduros, y una cantidad 
relativa de células dendriticas similar en ambas edades, que fue menor en los viejos. Esto es, 
la respuesta proliferativa de los linfocitos T  ante LPS podria mantenerse en los longevos y 
no contribuir al declive en la proliferaciôn que se observa ante dicho estimulo. Sin 
embargo, los linfocitos T  de los viejos podrian no responder adecuadamente frente al 
mismo.
Por lo tanto, nuestros datos se suman a otros previos que parecen apuntar a que en 
el envejecimiento saludable existen exitosos mecanismos compensatorios en lo que a 
macrôfagos y células T  y dendriticas se refiere. De esta manera, el deterioro de la respuesta 
proliferativa ante LPS en los individuos que alcanzan la longevidad extrema podria estar 
mostrando que las células B son las afectadas en primer lugar y de manera directa por la 
inmunosenescencia en los mismos, en contraste con lo que sucederia en los sujetos viejos 
no seleccionados, en los que, si bien las células B podrian verse alteradas, las células T  
serian las células de la inmunidad adaptativa cuyo deterioro funcional, dado su papel central 
en las respuestas inmunitarias, séria clave en el proceso de envejecimiento de estos 
individuos (Franceschi et al., 1995). N o obstante, para responder enteramente a esta 
cuestiôn, se hacen necesarios futuros estudios que afslen y caractericen la funcionalidad de 
las subpoblaciones leucocitarias peritoneales especfficas.
Por otra parte, datos epidemiolôgicos y demogrâficos muestran que la mayoria de 
cânceres se producen en pacientes mayores de 65 ahos, pero la incidencia y mortalidad del 
cancer para la gran mayoria de sus formas aumentan a una tasa que va disminuyendo con la 
edad, estabüizândose alrededor de los 85-90 ahos, y alcanzando después dicha incidencia 
un tope e incluso un declive (de Rijke et al., 2000). Es mâs, los registros obtenidos de la 
autopsia de centenarios japoneses e itahanos sugieren que la incidencia y la importancia del 
câncer como causa de muerte disminuyen después de los 95 ahos (Stanta et al., 1997; 
Miyaishi et al., 2000). En este sentido, se han acumulado gran cantidad de articulos en la 
bibliografia cienrifîca que evidencian la disminuciôn de la actividad N K  a lo largo del 
proceso de envejecimiento tanto en ratones como en humanos (Puerto et al., 2005; D e la 
Rosa et al., 2006; De la Fuente, 2008b; De la Fuente et al., 2008). No obstante, los 
présentes resultados muestran que los ratones longevos mantienen la actividad N K  de sus 
leucocitos peritoneales a niveles similares a los encontrados en animales adultos, lo que 
concuerda con trabajos previos de nuestro grupo (Puerto et al., 2005; De la Fuente, 2008b).
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Otros autores han visto que este hecho ocurre también en humano, mostrando los 
centenarios una actividad citotôxica preservada en relaciôn a los adultos (Bonafè et al., 
2001; 2002). De hecho, una citotoxicidad N K  preservada en el envejecimiento es signo de 
salud y supervivencia, mientras que una actividad N K  disminuida es parte del fenotipo 
inmunitario de riesgo y résulta en mayor morbilidad y mortalidad (De la Rosa et al., 2006). 
Ademâs, dado que la actividad N K  se considéra como uno de los marcadores mâs sensibles 
en el anâhsis del desequilibrio del sistema neuro-inmuno-endocrino (Fiserovâ et al., 2002; 
Mocchegiani y Malavolta, 2004), el mantenimiento de una mejor respuesta en longevos 
podria contribuir al alcance de su extraordinaria longevidad en base a un mantenimiento 
adecuado de la comunicaciôn neuro-inmuno-endocrina (De la Fuente, 2008b).
En el présente estudio, los animales viejos y muy viejos muestran un deterioro en la 
migraciôn de los leucocitos hacia el foco de infecciôn, lo que confirma trabajos previos 
tanto de nuestro grupo de investigaciôn como de otros reaüzados en humano y en ratôn 
(Simons y Reynolds, 1990; Fulop et al., 2004; De la Fuente, 2008b; De la Fuente et al., 
2008). Sin embargo, los animales de experimentaciôn longevos muestran una funciôn bien 
preservada en los dos tipos de células inmunitarias estudiadas, hnfocitos y macrôfagos, 
hecho que ha sido descrito previamente en hnfocitos y neutrôfilos humanos (Alonso- 
Fernândez, 2006; Alonso-Fernândez et al., 2008). En el pasado, algunos autores no 
detectaron alteraciones de la quimiotaxis de las células inmunitarias con la edad, o éstas 
fueron insignificantes (Franceschi et al., 2000a; Lord et al., 2001). N o obstante, estudios 
mâs recientes han encontrado una disminuciôn con la edad en la sehahzaciôn que se 
desencadena a través de receptores especificos, lo que conduce a una alteraciôn de las 
funciones leucocitarias impulsadas por éstos, como es el caso de la capacidad quimiotâctica 
(Fulop et al., 2004). También se han encontrado alteraciones en las balsas hpidicas de las 
membranas celulares que podrian estar relacionadas con el mayor estrés oxidativo que 
afecta a las células, que se muestra en este trabajo en los leucocitos de los sujetos viejos y 
muy viejos, y resultarian en la alteraciôn de la fluidez de la membrana y por consiguiente de 
las funciones celulares dependientes de membrana (Fulop et al., 2004; Izgüt-Uysal et al., 
2004), entre las que se incluyen la quimiotaxis de los leucocitos y la fagocitosis de 
macrôfagos. Estas dos funciones aparecen disminuidas en los sujetos viejos y muy viejos en 
el présente estudio.
A pesar de que en un pasado se creia que los fagocitos jugaban un papel menos 
crucial en la disfunciôn inmunolôgica que se produce en los mayores, investigaciones mâs
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recientes apuntan al decUve general en las actividades funcionales de estas células, entre las 
que quedan incluidas la quimiotaxis y la fagocitosis, como una razôn fundamental que 
expHca la susceptibilidad y vulnerabilidad a infecciones bacterianas y viricas en los ancianos, 
siendo estas las causas mas comunes de enfermedad y muerte en los individuos de edad 
avanzada (Ginaldi et al., 1999a; Lord et al., 2001; Fulop et al., 2004; De la Fuente et al., 
2004a; 2005; 2008). Los estudios acerca de la funciôn fagocitica en animales de 
experimentaciôn longevos son prâcticamente inexistentes, pero si se ha descrito una 
relaciôn entre una funciôn fagocitica disminuida y una menor esperanza de vida en sujetos 
de edad avanzada y prematuramente envejecidos, tanto en raton como en humano (Niwa et 
al., 1989; Guayerbas et al., 2002b; Guayerbas y De la Fuente, 2003). En centenarios, 
nuestro grupo ha comprobado una preservada funciôn fagocitica de neutrôfilos (Alonso- 
Fernândez et al., 2008). De hecho, el présente estudio pone de manifiesto que los ratones 
longevos preservan la capacidad fagocitica asi como el estrés oxidativo-inflamatorio en las 
células inmunitarias, en general a niveles similares a los de los adultos maduros. Ademâs, 
los longevos muestran muestran una mayor migraciôn de los macrôfagos hacia el foco de 
infecciôn en comparaciôn con los valores encontrados en animales de menor edad y 
mayores que los de los adultos maduros, lo que también sudece con los niveles basales 
aumentados de actividad catalasa y de citoquinas como la IL-10 y la IL-13, junto con un 
menor porcentaje de estimulaciôn de los niveles de ROS en leucocitos. Parece, por tanto, 
que una actividad catalasa basai fortalecida, potente enzima antioxidante especialmente 
relevante en contrarrestar el estrés oxidatdvo severo, junto con niveles intensificados de 
citoquinas que controlan la inflamaciôn, taies como especialmente la IL-10 y otras como la 
IL-13, podrian ser mecanismos clave en la prevenciôn del dano endôgeno producido por el 
estaUido respiratorio y la inflamaciôn crônica, y conducirian a conservar las funciones 
leucocitarias, algunas de manera especial, como sucede con la quimiotaxis, esencial para el 
desarroUo de una subsecuente respuesta inmunolôgica adecuada en el foco de infecciôn. 
Los cambios en estos parametros podrian producirse en etapas tempranas de la vida adulta, 
lo que explicaria los menores niveles en el caso de la actividad catalasa y de las 
interleuquinas antiinflamatorias asi como de la quimiotaxis de macrôfagos, y los mayores 
niveles de ROS, encontrados en los animales adultos maduros con respecto a los longevos. 
N o obstante, para la confirmaciôn de estas hipôtesis, se hacen necesarios futuros estudios 
empleando contrôles adultos mas jôvenes.
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Con respecto a los niveles de ROS, hay que considérât que a pesar de que su 
producciôn es un importante mecanismo para la destrucciôn de microorganismos 
patôgenos, existen evidencias de correlaciôn positiva entre niveles bajos de los mismos y 
mayor actividad bactericida (Boxer, 1995). De hecho, los niveles de ROS que se detectan 
son el resultado de la producciôn por parte de las células y de su utihzaciôn funcional y 
neutralizaciôn por parte de las defensas antioxidantes. Por otro lado, algunos autores han 
descrito que niveles aumentados de radicales libres no presentan un efecto paralelo sobre la 
funciôn bactericida (Wolach et al., 2000), mientras que podrian résultat deletéreos para los 
propios leucocitos y para las células que se encuentren prôximas a ellos (Victor y De la 
Fuente, 2003, De la Fuente, 2008b).
En efecto, es un hecho bien establecido que el proceso de envejecimiento es el 
resultado de un estrés oxidative crônico que afecta a los organismos vivos, debido al 
desequilibrio entre los compuestos oxidantes y antioxidantes endôgenos, a favor de los 
primeros. Esta oxidaciôn progresiva conduce al dano de biomoléculas, que finalmente 
causa el declive de las funciones fisiolôgicas asociado a la edad, incluyendo el deterioro de 
la funciôn inmunitaria (Pawelec et al., 2002; De la Fuente, 2008b).
En lo que respecta a las defensas antioxidantes, el présente trabajo muestra que 
los animales viejos y muy viejos presentan niveles disminuidos de GSH y de las actividades 
glutatdon peroxidasa y catalasa en sus leucocitos peritoneales en condiciones de reposo en 
relaciôn a los sujetos mas jôvenes. Por el contrario, los ratones longevos tienen unos 
niveles preservados de GSH y de actividad glutation peroxidasa. Con respecto a las 
réservas intracelulares de GSH, se ha demostrado previamente que la depleciôn, incluso 
moderada, de las mismas, tiene dramâticas consecuencias para una variedad de funciones 
leucocitarias, siendo altamente sensibles aquéllas que dependen de IL-2, taies como la 
proUferaciôn de los linfocitos T  y la actividad N K  (Drôge et al., 1994). Varios estudios 
demuestran niveles disminuidos de GSH y glutation peroxidasa en ratones y humanos de 
edades avanzadas (Alvarado et al., 2006a; Hernanz et al., 2000; Drôge, 2005). Es mas, los 
niveles de GSH y glutation peroxidasa, asi como la actividad de la misma, son mas altos en 
las mitocondrias procedentes de ratas hembras que en las de machos, lo que podria ser 
provocado por los estrôgenos y resultar en la mayor esperanza de vida de las hembras 
(Borrâs et al., 2003). Por su parte, los leucocitos peritoneales de longevos tienen una 
actividad catalasa aumentada cuando se comparan con los adultos maduros, lo cual sugiere 
un papel clave de la actividad de esta enzima antioxidante para alcanzar una mayor
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longevidad. En este senddo, datos previos de nuestro grupo de invesdgaciôn muestran un 
deterioro de la actividad catalasa en los leucocitos de ratones jôvenes prematuramente 
envejecidos, lo que respalda el declive de este parametro como un marcador biolôgico 
temprano de envejecimiento del sistema inmunitario (Alvarado et al., 2006b). Ademâs, en 
modelos de ratones transgénicos que presentan una actividad catalasa aumentada, se ha 
visto que este aumento es capaz de retrasar el proceso de envejecimiento en los animales y 
de prolongar su vida media y maxima (Cutler, 2005; Enns et al., 2008). También, otras 
observaciones realizadas por nuestro grupo de invesdgaciôn muestran que la acdvidad 
catalasa es mayor en los leucocitos de personas centenarias que en los procedentes de 
adultos de 25-35 anos (Alonso-Fernândez, 2006; Alonso-Fernândez et al., 2008).
En el présente estudio, la disminuciôn en las defensas andoxidantes de los 
leucocitos de sujetos viejos y muy viejos en comparaciôn con los adultos es coïncidente con 
el aumento en marcadores de oxidaciôn, en términos de niveles incrementados del 
contenido en glutation oxidado y de la acdvidad basai de la xantina oxidasa, enzima que 
puede actuar como N A D H  oxidasa y pardcipa en el estaUido respiratorio. Esto ûldmo 
sugiere una reacdvidad en reposo aumentada de los leucocitos procedentes de sujetos 
viejos. Se ha visto previamente que los leucocitos de ratones viejos presentan niveles 
aumentados de glutadcn oxidado (Alvarado et al., 2006a), lo que esta de acuerdo con los 
présentés resultados. También se ha descrito un incremento en la acdvidad xandna oxidasa 
asociado a la edad en plasma de humano y de rata, y en otras locaUzaciones (Aranda et al.,
2007). Sin embargo, en el présenté estudio se muestra que los animales que envejecen 
saludablemente y alcanzan la edad longeva presentan valores sirrdlares a los de adultos 
maduros, tanto en el glutadon oxidado como en la acdvidad xandna oxidasa basai de sus 
leucocitos.
En suma, los sujetos longevos muestran un estado redox bien conservado, en 
cuanto a ambos, defensas andoxidantes y compuestos oxidantes, se refiere, en sus 
leucocitos peritoneales, lo que podria estar relacionado con la adecuada funciôn en 
respuesta a esdmulo de los mismos.
Por otra parte, hay que considérât que las células inmunitarias se encuentran 
condnuamente expuestas a determinadas canddades de agentes patôgenos potenciales para 
el organismo. Ello podria dar lugar a la generaciôn de un estado crônico de inflamaciôn en 
bajo grado, a través del cual estas células contribuirian a acelerar el proceso de 
envejecimiento (Toussaint y Remade, 1996). De hecho, se ha propuesto la presencia de un
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estado de oxidaciôn-inflamaciôn, en el que participan las células inmunitarias, como la base 
de una mayor tasa de envejecimiento (De la Fuente y Miquel, 2009).
E n efecto, el présente trabajo muestra que la carga basai de la gran mayoria de 
citoquinas proinflamatorias estudiadas, entre las que se encuentran algunas 
especialmente potentes como es el caso del TNF-a, pero también otras como IL-ip, IL-3, 
IL-6, IL-12 p70 e IFN-y, en cultivos de leucocitos no estimulados procedentes de animales 
viejos o muy viejos se encuentra aumentada con respecto a los adultos maduros. Sin 
embargo, los longevos presentan niveles conservados de todas ellas en relaciôn a la edad 
adulta. La IL-12 p40 es la excepciôn, dado que se encuentra aumentada en longevos con 
respecto a los adultos maduros, mostrando los viejos niveles similares a éstos. N o obstante, 
la relevancia biolôgica de este hecho puede ser bastante limitada dado que se trata del 
receptor soluble, cuyo heterodimero activo muestra justamente el patrôn contrario a lo 
largo de la edad.
En estudios realizados en humano, se ha observado que una producciôn aumentada 
de citoquinas proinflamatorias que da lugar a un aumento de los niveles basales circulantes 
de estos marcadores proinflamatorios, taies como el TNF-a, se acompana de fragüidad y 
discapacidad en personas mayores y esta asociado a demencia, invalidez funcional y alto 
riesgo de mortaüdad (De Martinis et al., 2006). En otro estudio sobre 129 pacientes de una 
residencia de ancianos, niveles séricos détectables de TN F-a se asociaron a fallecimiento en 
un periodo inferior a 13 meses (Mooradian et al., 1991). Ademâs, el TN F-a se ha vinculado 
con enfermedades como el Alzheimer y la cardioparia isquémica (Franceschi et al., 2001; 
De Martinis et al., 2006).
Las citoquinas proinflamatorias, especialmente el TNF-a, determinan la potencia, 
efectividad y duraciôn de las respuestas inflamatorias, mientras que citoquinas 
antiinflamatorias como la IL-10 juegan un papel opuesto, restringiendo y poniendo fin a 
la inflamaciôn (Lio et al., 2003). Esto Ueva a pensar que unos niveles basales elevados de 
citoquinas proinflamatorias podrian ser perjudiciales, mientras que unos niveles basales 
altos de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 podrian tener efectos beneficiosos. En 
este sentido, se ha visto que los polimorfismos genéticos locaUzados dentro de los 
promotores de citoquinas proinflamatorias pueden aumentar la susceptibilidad a 
enfermedades asociadas al envejecimiento, a través del aumento en la transcripciôn génica y 
por consiguiente en la producciôn de dichas citoquinas; mientras que las variaciones 
genéticas que determinan producciôn de citoquinas antiinflamatorias o menor producciôn
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de citoquinas proinflamatorias se han asociado con envejecimiento exitoso (Lio et al., 2003; 
De Martinis et al., 2006). En concreto, genotipos asociados a una elevada producciôn de 
citoquinas proinflamatorias como la IL-ip han sido asociados con menor supervivencia en 
hombres (Cederhokn et al., 2007). Por su parte, estudios en centenarios italianos han 
mostrado una relaciôn negativa entre el genotipo GG, que da lugar a altos niveles de IL-6, y 
la longevidad, de modo que los hombres con dicho genotipo presentan la mitad de 
probabdidad de alcanzar la longevidad extrema que los que los heterocigotos GC o que los 
homocigotos CC, que producen menos IL-6 (Di Bona et al., 2009). También, en un estudio 
realizado sobre 190 centenarios italianos, se demostrô que el polimorfismo IL-10 — 
1082/G  es un marcador especifico de longevidad (Lio et al., 2002). Los autores de dicho 
trabajo argumentaron que este genotipo, asociado con la producciôn de altos niveles de IL- 
10, confiere un estatus antiinflamatorio al individuo, que eleva la posibilidad de alcanzar 
una longevidad extrema. Es mas, se ha observado que el genotipo IL-10 — 1082/G  es 
mucho menos frecuente en pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer (De 
Martinis et al., 2006). En efecto, los resultados de la présente tesis muestran unos niveles 
basales disminuidos de IL-10 en los sobrenadantes de cultivos de leucocitos en reposo 
procedentes de animales viejos en relaciôn a la edad adulta madura, mientras que dichos 
niveles son mas elevados en individuos longevos con respecto a éstos, lo que confirma el 
papel crucial que juega esta citoquina para alcanzar la longevidad.
Es interesante observar en los présentes resultados cômo los niveles de citoquinas 
proinflamatorias, taies como los de TNF-a o IL-6, en cultivos de leucocitos peritoneales 
estimulados con LPS presentan un patrôn opuesto a la condiciôn basai a lo largo del 
envejecimiento, encontrândose en animales viejos por debajo de los observados en adultos 
maduros. En estudios realizados en humano, algunos autores han descrito previamente que 
aqueUos individuos que a la edad de 85 ahos producen niveles bajos de TN F-a en respuesta 
a LPS tienen 2 veces mas riesgo de mortalidad general en comparaciôn con los que 
producen niveles mas elevados de dicha citoquina (van den Biggelaard et al., 2004). Es mas, 
el présente trabajo muestra que los niveles inducidos por LPS de estas citoquinas en 
longevos son similares a los detectados en adultos maduros. Por tanto, podria deducirse 
que la situaciôn de inflamaciôn crônica en bajo grado que se produce en los leucocitos 
peritoneales procedentes de sujetos viejos Ueva a una respuesta inadecuada cuando la 
inflamaciôn es realmente necesaria para combatir una infecciôn. En este aspecto, se ha 
observado, por ejemplo, que una concentraciôn baja pero adecuada de T N F -a activa las
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respuestas de los fagocitos ante bacterias y retrasa la apoptosis de estas células para permitir 
el desarroUo de su funciôn, mientras que el TN F-a a altas concentraciones aumenta la 
apoptosis de las mismas (Lord et al., 2001). La exposiciôn crônica a citoquinas 
proinflamatorias, a pesar de ser en grado bajo, podria tener a largo plazo efectos deletéreos 
simüares sobre las células inmunitarias que los encontrados ante una exposiciôn aguda a 
alta concentraciôn, como sucede con mucho s mediadores de comunicaciôn intercelular. 
Recientemente, otros autores han descrito que los macrôfagos de ratones envejecidos 
producen menos TN F-a tras la estimulaciôn con LPS que los macrôfagos de ratones 
jôvenes (Boehmer et al., 2005). Ademâs, como se comentô previamente, la inversiôn en el 
cociente CD 4/CD 8 a favor de las células T  CD8 y el sesgo de las respuestas de las células 
T CD4 durante la infecciôn hacia un perfU Th2, parecen ser hechos bien establecidos que 
se producen con la edad, siendo el TN F-a y la IL-6 citoquinas T h l (Lord et al., 2001). 
Segun los présentés resultados, esto podria estar también relacionado con los menores 
niveles de IL-17 en viejos, dado que esta citoquina, producida por las células T  CD4 
memoria (Janeway et al., 2001a), media las respuestas inflamatorias a través de la inducciôn 
de citoquinas como TNF-a e IL-6 (Aggarwal y Gurney, 2002). Es mâs, la IL-6 puede 
convertir a las células Treg en células proinflamatorias productoras de IL-17 (Horwitz et al.,
2008), y este ciclo se encontraria deteriorado en la vejez. N o obstante, en un estudio previo 
realizado por nuestro grupo de investigaciôn en la cepa de ratôn BALB/c, se observô que 
los niveles de TN F-a estimulados por LPS en los sobrenadantes de leucocitos peritoneales 
cultivados en condiciones similares a las empleadas en el présente estudio, se encontraban 
aumentados en ratones de 72 semanas de edad con respecto a los présentés en sujetos de 
24 y 128 semanas, mostrando éstos niveles similares (Puerto et al., 2005). Esto sugiere un 
complejo remodelado del sistema inmunolôgico a lo largo del envejecimiento, que podria 
dar lugar a procesos nultifâsicos en un intento del organismo por adaptarse a los cambios y 
recuperar la homeosiasis, y enfatiza la importancia de considerar la edad exacta de los 
individuos en los estudios que se centran en el sistema inmunitario.
O tra citoquim T h l, también producida por las células N K  (Boehm et al., 1997), es 
el IFN-y, y sus valoies aparecen también disminuidos en respuesta a LPS en viejos con 
respecto a los adulto:; hecho que se repite en la literatura cienrifica en respuesta a distintos 
estimulos, a pesar de no encontrarse totalmente consensuado (Gardner y Murasko, 2002).
N o  obstante. Uama la atenciôn en los présentes resultados que los niveles de otras 
citoquinas proinflamitorias inducidos por LPS, taies como IL -la  e IL-ip, producidas casi
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en exclusividad por monocitos-macrôfagos en respuesta a la infecciôn (DinareUo, 1997), se 
encuentran aumentados en viejos o muy viejos con respecto a los adultos. De esta forma, el 
aumento en IL -la  e IL -ip podria suponer un mecanismo de compensaciôn por parte de 
los monocitos-macrôfagos en un intento sin éxito de activar la respuesta T h l ante la 
infecciôn, que sin embargo podria contribuir a empeorar las circunstancias. El aumento en 
IL -la  coincide ademâs con el incremento en muy viejos de los niveles de VEGF, factor de 
crecimiento producido por estas mismas células que intensihca su activaciôn (Ramos et al., 
1998). De este modo, se podria dar lugar a un circulo vicioso difîcil de interceptar, a través 
del cual se podrian también danar las células vecinas, incluyendo a los linfocitos. De 
manera interesante, estos resultados son congruentes con la teoria de la oxidaciôn- 
inflamaciôn del envejecimiento recientemente sugerida, que propone un papel central para 
el exceso de activaciôn de los macrôfagos en dicha oxidaciôn-inflamaciôn, acelerando el 
proceso de inmunosenescencia y el envejecimiento del organismo (De la Fuente y Miquel,
2009^
Por otra parte, como ya se indicô con anterioridad, los longevos presentan los 
niveles inducidos por LPS de todas las citoquinas proinflamatorias estudiadas bien 
conservados y similares a los de los adultos maduros. De nuevo, la excepciôn la supone la 
ya mencionada IL-12 p40, cuyos valores no variaron dentro de un mismo grupo de edad en 
presencia o ausencia de estimulo, y cuyo signifîcado fisiolôgico es de importancia bastante 
relativa.
Cuando la respuesta de citoquinas proinflamatorias se inicia mediante el estimulo 
de los linfocitos T  a través de la incubaciôn con ConA, se observa un patrôn similar al 
observado cuando el estimulo es LPS, con ciertas pecuUaridades. De nuevo, existe una 
respuesta disminuida de TN F-a, IL-6 e IFN-y en viejos con respecto a la edad adulta, 
mostrando los longevos valores similares a éstos. Ademâs, en adultos y longevos se 
intensifican los niveles de estas citoquinas producidas principalmente por Hnfocitos T h l, 
entre las que se incluye también la IL-3, pero no asi en viejos, de manera que sus niveles 
aparecen disminuidos en éstos. La disminuciôn en los niveles de IL-3 con la edad en 
respuesta a ConA ha sido descrita con anterioridad en linfocitos aislados de bazo (Cai et al., 
1990). Asi, los linfocitos de viejos parecen tener menor capacidad para inducir la 
maduraciôn y polarizaciôn de las células dendriticas hacia D C l productoras de IL-12p70, 
que podria Uevar a los menores niveles de IL-1 producido s por estas mismas células y los 
monocitos-macrôfagos, y todo eUo contribuir a su vez en la baja respuesta T hl. Otros
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autores han descrito con anterioridad niveles disminuidos de IL-12p70 en esplenocitos 
procedentes de ratones viejos estimulados con ConA (Park et al., 2008). Sin embargo, los 
muy viejos presentan un aumento en IL -la  e IL-1(3 en respuesta a este mitôgeno con 
respecto a los adultos, de manera similar a lo que sucedia ante LPS, lo que demuestra el 
complejo remodelado que sufre el sistema inmunitario a lo largo del envejecimiento, dando 
lugar en efecto a procesos multifâsicos en un intento del organismo por adaptarse a los 
cambios y recuperar la homeostasis.
Por su parte, los sobrenadantes de cultivos de leucocitos peritoneales de longevos 
muestran niveles conservados de toda la red de citoquinas proinflamatorias en respuesta a 
ConA. Otro signo de la alta competencia de las células T  en longevos lo encontramos en 
los niveles aumentados de GM-CSF inducidos por dicho mitôgeno en relaciôn a los adultos 
maduros. Hay que considerar que este factor de crecimiento es producido por muchos 
tipos celulares, entre los que se encuentran los macrôfagos pero también los linfocitos T 
(Lee et al., 1985). En el contexto que nos ocupa, el GM-CSF forma parte de la respuesta 
inflamatoria, de manera que la activaciôn de un pequeno numéro de macrôfagos puede 
conducir râpidamente a un aumento en su numéro, lo que podria ser crucial para combatir 
la infecciôn mediante la destrucciôn de los microorganismos patôgenos por parte de los 
mismos. La disminuciôn en los niveles de GM-CSF estimulados por ConA podria 
producirse de manera mâs temprana a la etapa adulta madura, control empleado en el 
présente estudio. De este modo, los longevos no sôlo presentan una respuesta funcional 
bien conservada ante h infecciôn, sino que Uegado el momento podrian contar con un 
mayor numéro de células para hacer frente a la misma.
También, es imeresante observar el perfil de citoquinas antiinflamatorias en 
respuesta a LPS y ConA con la edad. Los niveles de IL-4 e IL-10 en respuesta al primero, y 
los de IL-10 e IL-13 irducidos por el segundo, disminuyen en viejos con respecto a los 
adultos. Estos resultadcs demuestran que el sesgo que se produce con el envejecimiento en 
las respuestas de las célüas T CD4 durante la infecciôn hacia el perfil Th2 no se debe a una 
disminuciôn y aumento absolutos del perfil T h l y Th2, respectivamente, sino que ambos 
tipos de respuestas se encuentran deterioradas, resultando finalmente en un aumento 
relativo de la respuesta Th2. Este hecho queda constatado mediante la disminuciôn en muy 
viejos, con respecto a les adultos, de los niveles de factores de crecimiento como la IL-5 y 
la IL-2, previamente comentada, procedentes de células T activadas, Th2 y T hl 
respectivamente (Azurra et al., 1986). Por su parte, los longevos mantienen unos valores
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preservados de IL-4 e IL-10 inducidos por ambos tipos de estimulos en relaciôn a los 
adultos, mientras que los de IL-13 aparecen aumentados con respecto a éstos. Podriamos 
encontramos aqui ante un marcador temprano de envejecimiento del sistema inmunitario, 
no sôlo en estado basai sino también en respuesta a estimulo, y dado que se trata de una 
citoquina producida casi en exclusividad por las células T activadas (Cameron y Kelvin, 
2003), constataria la importancia de estas células en la inmunosenescencia de los sujetos 
viejos no seleccionados, en contraste con lo que sucede en los individuos longevos 
(Franceschi et al., 1995).
Por otra parte, los cambios a lo largo de la edad en los niveles de las quirnioquinas 
estudiadas en los sobrenadantes de cultivos de leucocitos peritoneales basales y estimulados 
con LPS y ConA, parecen tener menor relevancia para alcanzar la longevidad extrema, 
dado que tanto las procedentes principalmente de macrôfagos, taies como KC, MCP-1 y 
M IP-ip (Ohmori y Hamilton, 1994; Janeway et al., 2001b), como las derivadas de células T, 
como es el caso de RANTES (Janeway et al., 2001b), sufren un declive con la edad en unas 
u otras circunstancias; declive que se observa también en los individuos que han alcanzado 
una longevidad extraordinaria. Esto apoya la idea de que los longevos serian aquellos 
individuos con mayor capacidad de adaptaciôn a los cambios que irremediablemente se 
producen con el tiempo y de recuperaciôn por tanto de la homeostasis, puesto que, como 
ya se ha comentado, la capacidad quimiotâctica de los leucocitos peritoneales de los ratones 
longevos se encuentra bien conservada.
Es importante hacer hincapié sobre otro hecho de indudable interés observado en 
los présentes resultados, que muestran que la activaciôn del factor de transcripciôn N FxB  
en los extractos nucleares de leucocitos peritoneales en reposo présenta el mismo perfil que 
los niveles de TN F-a en los cultivos basales de dichas células, aumentando en los 
individuos viejos y muy viejos en comparaciôn con los adultos maduros y encontrândose 
en éstos y en longevos a niveles similares. En mâs, en los grupos de ratones viejos y muy 
viejos, los sujetos que alcanzaron longevidad extrema fueron sôlo aquéUos en los que se 
observô una activaciôn basai controlada del NFxB en sus leucocitos, lo que apoya aûn mâs 
el papel clave que juega este factor de transcripciôn en la inmunosenescencia y en el 
envejecimiento del organismo. El NFxB es un factor de transcripciôn ubicuo que se sabe es 
activado por citoquinas proinflamatorias taies como el TNF-a y por condiciones oxidativas, 
dos hechos présentés en los animales viejos y muy viejos estudiados en este trabajo. La 
activaciôn del NFxB induce la expresiôn de una variedad de genes que codifican moléculas
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implicadas en la respuesta inmunitaria e inflamatoria taies como citoquinas y proteinas 
proinflamatorias, y moléculas de adhesiôn, conduciendo consecuentemente a un aumento 
en el estrés inflamatorio y oxidativo si no se contrôla adecuadamente (Drôge, 2002a; De la 
Fuente, 2008b). Como se ha mencionado anteriormente, el TN F-a y citoquinas 
relacionadas pueden inducir efectos opuestos taies como la activaciôn y proliferaciôn 
celular o la muerte de las células, y esto podrian realizarlo de manera importante mediante 
el control de la ruta del factor NFxB (Liang et al., 2004). O tro hecho que apoya esta 
dualidad del NFxB es que la compléta depleciôn de su ruta évita la regulaciôn a la alta de la 
expresiôn de enzimas antioxidantes por estrôgeno en la linea celular mamaria humana MCF 
7 en reposo (Viria et al., 2005; 2008). Por tanto, la activaciôn del NFxB debe encontrarse 
bajo un control exhaustivo dado que los niveles adecuados de activaciôn de esta ruta, tanto 
en condiciones basales como en respuesta a estimulos, son esenciales para el correcto 
mantenimiento de la homeostasis celular y el consecuente desarroUo de una respuesta 
inmunitaria apropiada. Sin embargo, una activaciôn del NFxB alta de manera persistente 
podria ser deletérea y, de hecho, se ha relacionado con una ampUa variedad de 
enfermedades asociadas al envejecimiento, como por ejemplo la aterosclerosis (Ginn-Pease 
y Whisler, 1998), y también con muchos procesos de inflamaciôn crônica, incluyendo la 
esclerosis multiple (MerriU y Beveniste, 1996; Barnes y Karin, 1997). Es mâs, una activaciôn 
del NFxB excesiva se ha relacionado con un aumento de la mortaüdad en modelos de 
shock endotôxico létal agudo (Victor y De la Fuente, 2003). También, en esos mismos 
modelos se observô que el NFxB era regulado a la baja por precursores del glutation, que 
de esta forma eran capaces de prévenir de la oxidaciôn y la inflamaciôn excesivas (Victor y 
De la Fuente, 2003; Victor et al., 2003a). En lo que respecta al envejecimiento, varios 
autores han observado que diferentes tejidos procedentes de roedores viejos, como 
corazôn, higado, rinôn y cerebro, expresan mayores niveles de actividad de uniôn del NFxB 
que los tejidos de roedores adultos jôvenes (Helenius et al., 1996; Ginn-Pease y Whisler, 
1998). Por el contrario, en otro estudio reaüzado en linfocitos T humanos se observô una 
disminuciôn con la edad en la inducciôn de actividad de NFxB en respuesta a estimulos 
propios de los mismos (Trebücock y Ponnappan, 1996). Se ha descrito que las rutas 
sensibles al estado redox que desencadenan la activaciôn del NFxB son bastante diferentes 
dependiendo del tipo celular que se considéré, lo que diflculta el desarroUo de modelos 
consensuados (Gloire et al., 2006). Sin embargo, parece probable que la activaciôn crônica 
persistente de la ruta del NFxB en los leucocitos en reposo podria conducir a la
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desregulaciôn de la via y a la falta de respuesta ante la infecciôn. Es mâs, se ha descrito que 
los estrôgenos previenen de la inflamaciôn excesiva en modelos de agresiôn grave taies 
como isquemia cerebral o endotoxemia a través de la atenuaciôn de la via del NFxB, 
mientras que los animales viejos muestran una activaciôn mucho mâs elevada (Wen et al., 
2004; Park et al., 2006; Sunday et al., 2006; 2007). Esto sugiere un panorama mucho mâs 
complejo de lo que podria pensarse en principio, en el cual los animales viejos necesitarian 
una serial mucho mayor para activar la ruta del NFxB a la hora de responder a estimulos, 
pero una vez que se ha provocado el inicio de la misma, se produciria una respuesta 
descontrolada y excesiva que daria lugar a un aumento del dario. También podria Uevar a 
pensar que la presencia de estimulos, incluso en bajo nivel, en locaUzaciones especificas 
taies como sangre, cerebro u otros ôrganos internos, que deben encontrarse en condiciones 
asépticas en situaciôn normal, daria lugar a esta respuesta descontrolada en los individuos 
viejos. Por tanto, se hacen necesarios futuros estudios enfocados a conocer la activaciôn 
del NFxB en leucocitos peritoneales y sanguineos en reposo y estimulados tanto a lo largo 
del envejecimiento como en los individuos que han alcanzado la longevidad extrema.
Por otra parte, Rensaw et al. (2002) mostraron que la estimulaciôn con LPS de 
macrôfagos peritoneales inducidos por tiogUcolato résulta en una menor secreciôn de 
TN F-a e IL-6 cuando éstos proccdcn de ratones viejos en relaciôn a los valores obtenidos 
en jôvenes, en acuerdo con los présentés resultados. En ese mismo estudio, los autores 
sugirieron que los menores niveles de citoquinas proinflamatorias en respuesta a LPS en 
viejos podrian ser resultado, al menos en parte, de la menor expresiôn de TLR-4 en los 
macrôfagos de esos animales. En efecto, el TLR-4 es esencial para el desarroUo efectivo de 
la respuesta inmunitaria frente al LPS de las bacterias Gram-negativas, y junto con el TLR- 
2, constituye el principal receptor para el reconocimiento de una variedad de componentes 
de las paredes celulares bacterianas (Hirschfeld et al., 2000). Segun los resultados del 
présente trabajo, si bien los adultos maduros muestran simüar expresiôn de TLR-4 en las 
membranas de sus macrôfagos que los viejos, los longevos tienen valores aumentados con 
respecto a aquéUos, lo que podria ser indicativo de que la disminuciôn a la que se refieren 
Rensaw et al. (2002) se produce de manera temprana en el proceso de envejecimiento. N o 
obstante, otros autores no han observado cambios en la intensidad de la serial para TLR-2 
o TLR-4 en macrôfagos esplénicos de individuos viejos de 18-20 meses de edad 
(comparables al grupo de viejos empleados en el présente estudio) en relaciôn a sujetos 
jôvenes de 8-10 semanas de edad (Boehmer et al., 2005). En contraste, otros autores si que
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han descrito disminuciôn del nivel de expresiôn en superficie de TLR-2 en macrôfagos 
peritoneales de individuos viejos de esa misma edad al compararlos con los de animales de 
8-12 semanas (Murciano et al., 2008). De nuevo, podriamos encontramos aqui ante el 
paradigma de una distinta regulaciôn segun la localizaciôn, incluso tratandose del mismo 
tipo celular, lo que es lôgico si pensamos que en el caso concreto de los TLRs, se ha 
descrito que su expresiôn se altera muy râpidamente en respuesta a la presencia de 
patôgenos, y también de citoquinas y factores estresantes (Akira et al., 2006), que a su vez 
dependen del ambiente celular, y éste también va a ser distinto segun la localizaciôn. Con 
respecto a la expresiôn de TLR-2 en la superficie de los macrôfagos peritoneales, en los 
resultados de la présente tesis se observa que los adultos maduros y los viejos muestran 
niveles similares, mientras que los muy viejos presentan valores aumentados con respecto a 
aquéUos, que son aûn mayores en los longevos. Esto concuerda con la idea de una 
disminuciôn temprana de este marcador con la edad. De manera interesante, en los muy 
viejos se podrian establecer mecanismos de compensaciôn como éste, que si bien no son 
suficiente para alcanzar la edad longeva, podrian contribuir a superar la edad en la que se 
produce el pico de mortaUdad de la poblaciôn.
Otras células fundamentales para que se produzca la respuesta inmunitaria innata, 
que reaUzan el reconocimiento de patôgenos fundamentalmente a través de la via de los 
TLRs, son las células dendriticas. Existe un ùnico trabajo, de pubUcaciôn reciente, que 
describe niveles simUares de expresiôn génica de todos los TLRs, asi como de expresiôn de 
TLR-4 a nivel de proteina, en células dendriticas procedentes de humanos jôvenes y 
mayores (Agrawal et al., 2007). Nuestros resultados muestran que la expresiôn de TLR-2 y 
TLR-4 en la superficie de las células dendriticas no varia con la edad en ratôn, y tampoco lo 
hace en individuos longevos. Como la maduraciôn de las células dendriticas puede ser 
inducida a través de TLRs (Agrawal et al., 2007), la menor respuesta inmunitaria adaptativa 
que se aprecia en la vejez (y en la que participan las células dendriticas maduras) no se 
relacionaria con una menor expresiôn de sus TLRs. Si lo podria ser con el numéro de 
dichas células dendriticas, que como se ha comprobado en la présente tesis, es menor en 
viejos que en longevos.
Ademâs de en las células del sistema inmunolôgico innato ya mencionadas y en 
otras como las N K  (Eriksson et al., 2006), se ha encontrado expresiôn de TLRs en células 
del sistema inmunitario adaptativo, taies como linfocitos B (Gerondakis et al., 2007) y 
células T reguladoras (SutmuUer et al., 2007). Este hecho, unido a su capacidad de uniôn a
339
Discusiôn
diverses ligandos endôgenos (Pandey y Agrawal, 2006), impHca que al contrario de lo que 
se pensaba hace no demasiados anos, los TLRs median una amplia variedad de funciones. 
Asi, por ejemplo, algunos autores han descrito que la uniôn del TLR-4 a sus ligandos 
contrôla y coordina la divisiôn y la supervivencia de las células B a través de la via del 
NFxB (Gerondakis et al., 2007), cuya correcta modulaciôn es fundamental en el desarroUo 
de una respuesta inmunitaria ôptima y en el alcance de la longevidad, segun los resultados 
de la présente tesis. Por otra parte, entre los ligandos endôgenos del TLR-4 se encuentran 
las lipoproteinas oxidadas de baja densidad y el péptido A(3, cuya acumulaciôn en cerebro 
es clave en la enfermedad de Alzheimer (Fassbender et al., 2004; Mullick et al., 2006). 
Ademâs, en los ùltimos anos se ha acumulado abundante evidencia que sugiere que el 
cerebro puede no ser el lugar inmunolôgicamente privUegiado que se considerô en el 
pasado. En la actualidad, se acepta que los linfocitos T circulantes son capaces de penetrar 
en pequerias canddades y reaUzar sus funciones en el parénquima de un cerebro normal. 
Algunos autores han sugerido que esto sucede también con las células B (Anthony et al.,
2003). Es interesante observar en los présentes resultados, que tanto el TLR-2 como el 
TLR-4 se encuentran aumentados en las células CD4 y el TLR-2 en las células C D 8 de muy 
viejos con respecto a los adultos maduros, mostrando los longevos valores similares a 
éstos. Sin embargo, en las células CD 19, la expresiôn en superficie de ambos receptores 
aparece muy intensificada en los longevos con respecto a edades mâs jôvenes. Es dificil 
predecir el significado biolôgico de estos resultados, especialmente si se tiene en cuenta que 
los TLRs en distintos tipos celulares han sido asociados a procesos tan dispares como 
neuroprotecciôn y neuroinflamaciôn (Walter et al., 2007; Okun et al., 2009), y al desarroUo 
de otros procesos inflamatorio s crônicos asf como a su prevenciôn (Gomariz et al., 2005; 
2007; SutmuUer et al., 2007). Sin embargo, dado el papel clave de los Hnfocitos T  en 
procesos inflamatorios crônicos tanto dentro como fuera del sistema nervioso central 
(Arumugam et al., 2005; Cohen Tervaert, 2009), es tentadvo pensar que la alteraciôn 
funcional de estas células mediante la uniôn de los TLRs aumentados a Ugandos endôgenos 
podria contribuir, al menos en parte, al desarroUo de enfermedades asociadas al 
envejecimiento y a la morbUidad y mortaUdad aceleradas en los muy viejos en relaciôn a los 
longevos. Si esto es asf, el aumento de TLRs en las células B de los longevos podria estar 
relacionado con su menor capacidad proUferativa, y apoyaria la hipôtesis de que estas 
células podrian ser las afectadas en primer lugar por la inmunosenescencia en los individuos 
que alcanzan la longevidad extrema, en contraste con lo que sucede en los sujetos viejos no
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seleccionados (Franceschi et al., 1995). Por otra parte, parece que no existen cambios a lo 
largo de la edad en la expresiôn de superficie de TLR-2 y TLR-4 en el conjunto de células 
CD25, no obstante, se hacen necesarios futuros estudios que diferencien la expresiôn de los 
mismos en otras subpoblaciones celulares que presentan este marcador, ademâs de las ya 
valoradas, como las células N K  y los linfocitos T  reguladores, que ayuden a extraer una 
conclusiôn mâs detallada de este resultado.
Tampoco se observô un efecto de la edad en la apoptosis de los leucocitos 
peritoneales, parâmetro sobre el cual se han descrito cambios contradictorios a lo largo del 
envejecimiento. Este resultado sugiere que a pesar de que las células se encuentran mâs 
danadas en viejos, tendrian la misma capacidad de supervivencia que las de individuos mâs 
jôvenes, pudiendo contribuir asi a intensificar el dano en las células y tejidos vecinos. No 
obstante, serian muy necesarios futuros estudios que confirmen estos resultados mediante 
técnicas mâs sensibles a la empleada en el présente trabajo, como aquéllas basadas en 
citometria de flujo.
En conclusiôn, el présente trabajo confirma que los individuos que envejecen 
saludablemente, llegando a alcanzar la edad longeva, serian aquéUos con mejor capacidad 
para adaptarse y hacer frente a los factores estresantes del sistema inmunolôgico a lo largo 
de la vida (Franceschi et al., 2000b), y apunta a que una activaciôn controlada del factor de 
transcripciôn NFxB en los leucocitos en reposo podria contribuir de forma crucial al 
mantenimiento de un ambiente basai reductor y antiinflamatorio, que permitiria una 
respuesta a estimulos bien conservada por parte de las células inmunitarias, conduciendo a 
un aumento de la longevidad. Los datos obtenidos parecen corroborar la oxidaciôn- 
inflamaciôn que tiene lugar en el envejecimiento y cômo el estado del sistema inmunitario 
puede contribuir a acelerar o retardar el proceso de envejecimiento (De la Fuente y Miquel, 
2009.
5.I.I.2. N euroim agen por resonancia m agnética en ratones hembras IC R /C D l 
adultos, viejos y longevos.
Una vez finaUzado el estudio inmunitario a nivel peritoneal, esos mismos animales 
fueron someridos a anaUsis de neuroimagen por resonancia magnética para conocer los 
posibles cambios en diversas âreas cerebrales a lo largo de la edad, con especial interés en 
los sujetos longevos. Por razones técnicas (algunos animales murieron con anterioridad), el
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numéro de individuos de algunos de los grupos de edad, especialmente los de viejos y 
longevos, fue bastante limitado, lo que lamentablemente pudo afectar negativamente a la 
potencia estadistica de los datos obtenidos en este estudio. No obstante, a pesar de que 
ùnicamente se han podido detectar tendencias al deterioro con la edad y no diferencias 
estadistdcamente significativas, si creemos interesante comentar con brevedad los resultados 
obtenidos. Segun éstos, el declive cerebral con el envejecimiento parece originarse o 
producirse especialmente en zonas especificas y de manera progresiva. De las diversas areas 
cerebrales estudiadas, la corteza entorrinal podria ser la mâs afectada, o afectarse 
primeramente, en los muy viejos, mientras que los longevos parecen preservar esta ârea con 
mayor integridad, mostrando no obstante mayor deterioro en la corteza somatosensorial. 
Esto es, en el cerebro de los animales que alcanzan la longevidad extrema también se 
producirian cambios morfolôgicos, pero las zonas en que éstos se dan parecen ser distintas 
con respecto a los individuos viejos no seleccionados. Asi, a pesar de ser un resultado muy 
prehminar que deberâ ser confirmado en futuros estudios aumentando el numéro de 
sujetos por grupo, es de gran interés, especialmente si se considéra el hecho de que es 
precisamente la corteza entorrinal la zona que se ha mostrado mâs afectada dentro de la 
formaciôn hipocampal, empleando una técnica similar a la usada en el présenté trabajo, en 
enfermos de Alzheimer en relaciôn a los sujetos sanos (SmaU et al., 2000). De este modo, 
los individuos de edad avanzada no seleccionados sufririan un declive de las habüidades de 
memoria y una propensiôn a la demencia tipo Alzheimer, pero no asi los sujetos longevos. 
En éstos, sin embargo, se afectarian primeramente las funciones de aprendizaje integradas 
en la corteza somatosensorial.
Las razones que podrian subyacer a estas diferencias en los cambios morfolôgicos 
que parecen producirse con la edad en viejos y en longevos nos son desconocidas. No 
obstante, recordemos la estrecha relaciôn que existe entre el sistema nervioso y el 
inmunitario. Se ha propuesto que la inflamaciôn crônica asociada al envejecimiento, con el 
exceso de activaciôn de las respuestas proinflamatorias por parte de las células del sistema 
inmunitario innato periférico y los consecuentes niveles aumentados de citoquinas 
proinflamatorias a ese mismo nivel, puede incidir sobre las células gliales y alterar su 
funcionalidad. El exceso de activaciôn por parte de la glia a nivel central tiene como 
resultado la neuroinflamaciôn, especialmente en âreas como el hipocampo, la cual se 
encuentra en la base del deterioro cognitivo con el envejecimiento y de las enfermedades 
neurodegenerativas asociadas al mismo, como el Alzheimer (von Bernhardi, 2007). E n  este
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sentido, los resultados descritos por nosotros en la présente tesis y en estudios previos, asi 
como los indicados por otros autores, demuestran que la inflamaciôn crônica periférica 
basai es en efecto mayor en los individuos viejos, mientras que los individuos que alcanzan 
la edad longeva son aquéUos capaces de mantener un bajo estatus inflamatorio, similar al 
que aparece en la etapa adulta (De Martinis et al., 2005; 2006; De la Fuente y Miquel, 2009). 
También, es un hecho constatado que los linfocitos T  y B periféricos son capaces de 
penetrar en pequerias cantidades y reaUzar sus funciones en el parénquima de un cerebro 
normal. Si a esto sumamos los resultados obtenidos en la présente tesis que parecen 
apuntar a que, junto con ese exceso de inflamaciôn en los individuos viejos no 
seleccionados, las células T  serian las primeramente afectadas dentro de la inmunidad 
adaptativa, en contraste con lo que sucederia en los longevos, en los que serian los 
linfocitos B los que sufririan primeramente los signos de la inmunosenescencia; es tentativo 
hipotetizar acerca de la posible contribuciôn de la alteraciôn con origen en unos u otros 
tipos celulares sobre el deterioro cerebral de las cortezas entorrinal y somatosensorial, 
respectivamente. Esta idea se sustenta en la demostrada contribuciôn de las células T  en la 
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (Marx et al., 1998). Ademâs, un estudio muy 
reciente realizado en ratones ha apuntado ya acerca del posible impacto de la acumulaciôn 
progresiva de linfocitos T  a lo largo del envejecimiento normal en âreas cerebrales como el 
hipocampo sobre el progresivo decUve cognitivo con la edad (Stichel y Luebbert, 2007). 
Los autores de dicho estudio locaUzaron las células T preferentemente en âreas 
perivasculares, indicativo de su reclutamiento de fuentes sistémicas, y la carga celular de las 
mismas fue diferente segün la zona cerebral anaUzada, lo que sugiere que su entrada es 
selectiva (Stichel y Luebbert, 2007). De manera interesante, los autores indican ausencia de 
acumulaciôn progresiva de células B en cerebro con el envejecimiento bas ta la edad de 24 
meses, comparable al grupo de edad muy vieja empleado en el présente trabajo. Si estas 
células juegan un papel en el envejecimiento cerebral de los longevos es de momento una 
incôgnita. Podria ser relevante Uevar a cabo futuros estudios que evalûen mediante 
inmunohistoquimica la presencia y estado de linfocitos T  y B en distintas âreas cerebrales a 
lo largo de la edad y en individuos que han alcanzado la longevidad extrema.
Por ultimo, los présentes resultados sugieren que las âreas hiperintensas en T2, que 
se corresponden con Uquido cefalorraquideo y son indicativas de atrofia cerebral, son mâs 
pronunciadas en los ratones de edad avanzada que en los adultos maduros, de manera 
similar a lo que sucede en humanos y en otras especies, como los lemures (Murphy et al..
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1992; Dhenain et al., 1997; 2000). Ademâs, segun nuestros resultados, la acumulaciôn de 
Lquido cefalorraquideo se produce también en el cerebro de los longevos, lo que podria ser 
iidicativo de que una atrofia cerebral moderada es un hecho no sôlo a lo largo del 
envejecimiento normal, sino también en el envejecimiento saludable. Este resultado ha sido 
ademâs descrito en humanos sanos de edades comprendidas entre los 66 y los 96 anos 
(Coffey et al., 1998), pudiendo ser considerados estos ùltimos como individuos longevos 
por encontrarse prôximos a la edad centenaria con un buen estado de salud. Asi, las 
consecuencias fisiolôgicas de esta atrofia requieren de futuras investigaciones cientificas, 
pero no deben de ser graves puesto que no evitan alcanzar una edad avanzada.
£.1.1.3. Profundizaciôn en el dano oxidativo inmunitario y cerebral a proteinas, asi 
como en la susceptibilidad a la oxidaciôn lipidica y su relaciôn con la com posiciôn  
en âcidos grasos, en ratones hembras B A L B /c adultos, viejos, y  longevos.
El proceso de envejecimiento es resultado del desequilibrio entre oxidantes y 
antioxidantes endôgenos, a favor de los primeros (De la Fuente, 2008a; 2008b; De la 
Fuente y Miquel, 2009). En este contexto, la acumulaciôn de productos finales de 
oxidaciôn, taies como proteinas oxidadas, podria contribuir al declive funcional que se da 
con la edad. Ademâs, el envejecimiento va acompanado de un deterioro de los sistemas 
fisiolôgicos, el nervioso y el inmunitario, asf como de su comunicaciôn bidireccional, lo que 
explica la pérdida de la homeostasis, y la mayor morbilidad y mortalidad en la vejez (De la 
Fuente, 2008b). En este contexto, es de indudable interés conocer los niveles de oxidaciôn 
proteica de ambos sistemas en los individuos que han alcanzado la longevidad extrema, 
contribuyendo asi a esclarecer las bases de la misma.
Sorprendentemente, los resultados del présente trabajo muestran niveles similares 
ce todos los marcadores no enzimâticos de oxidaciôn proteica estudiados en los animales 
adultos y en los longevos, tanto en cerebro como en bazo, con la excepciôn de AASA en 
las proteinas de cerebro, que se encontrô disminuido en longevos al compararlos con los 
adultos. Si consideramos los animales viejos, en eUos todos los marcadores de oxidaciôn 
proteica en cerebro se encontraron aumentados en los animales viejos con respecto a las 
etapas adulta y longeva, con la excepciôn de AASA, que fue similar para adultos y viejos, y 
CEE, que fue menor en viejos en comparaciôn con los adultos y los longevos. Estos 
cambios fueron menos marcados en bazo, en el que a pesar de que todos los marcadores
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de alteraciôn proteica mostraron en general una tendencia al aumento en viejos, esta sôlo 
fue estadisticamente significativa en el caso de MDAL con respecto a adultos y longevos, y 
de GSA en relaciôn a estos ùltimos.
Es interesante observar que los efectos de la edad sobre los niveles de MDAL no 
son idéntâcos valorados a través de western blot o de C G /EM , dado que el anâlisis western blot 
revelô mayores valores de MDAL, tanto en bazo como en cerebro, en viejos y en longevos 
con respecto a los adultos, y niveles similares del mismo en los dos grupos de edades mâs 
avanzadas (viejos y longevos). Estas diferencias pueden ser debidas a varias razones. En 
primer lugar podria reflejar el hecho de que ambas técnicas no determinan el dario a la 
misma poblaciôn de proteinas. La C G /E M  tiene mâs poder cuantitativo que la 
inmunodetecciôn y détermina las modificaciones en todas las proteinas, mientras que el 
western blot se limita a proteinas de tamario de entre 20 y lOOkDa. Ademâs, el nùmero de 
individuos valorados mediante este ùltimo fue pequerio, mucho menor que el determinado 
por C G /EM , por lo que los resultados del western blot deberian ser considerados con cautela 
a la hora de ser generalizados, ya que podria existir cierto sesgo en los mismos. No 
obstante, cuando se Uevô a cabo la valoraciôn por western blot del marcador CML, se 
observô un aumento en viejos con respecto a los adultos en un ôrgano de células 
postmitôticas como es el corazôn, mostrando los longevos niveles simUares a los adultos, 
esto es, resultados simUares a los obtenidos en cerebro, también constituido 
fundamentalmente por células postmitôticas, con C G /EM . En el caso de los gangUos 
axüares, no se observaron cambios significativos con la edad en este marcador, al igual que 
sucede en otro ôrgano inmunocompetente como es el bazo utüizando CG /EM .
En vista de los présentes resultados, puede concluirse que los individuos longevos 
son altamente resistentes al dario molecular derivado de la oxidaciôn. Esos niveles de 
oxidaciôn proteica controlados en los sistemas nervioso e inmunitario podrian contribuir a 
una capacidad funcional mâs preservada, y ser por tanto un mecanismo importante para 
alcanzar la longevidad con un buen estado de salud. El marcador AASA podria ser un buen 
candidato a marcador temprano de envejecimiento, especialmente en tejidos postmitôticos 
altamente diferenciados, y présentât ya valores altos a la edad adulta empleada en el 
présente trabajo. Es éste un hecho que deberia ser confirmado anaUzando dicho marcador 
en edades mâs jôvenes a las utUizadas en la présente tesis. Ademâs, de todos los 
marcadores de oxidaciôn proteica estudiados en cerebro y bazo, MDAL parece ser el mâs 
sensible al proceso de envejecimiento, puesto que su aumento en la vejez se produce de
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forma significativa en ambos ôrganos. Por tanto, deberia ser considerada en futuros 
trabajos su valoraciôn en otros ôrganos, ya que podria tratarse de un marcador universal de 
dario en el envejecimiento.
Otra conclusiôn que podria extraerse del présente estudio es que la acumulaciôn de 
proteinas oxidadas con el tiempo se produce mâs tempranamente en cerebro que en bazo, 
lo que es lôgico si pensamos que el cerebro es un ôrgano de naturaleza esenciaknente 
postmitôtica. Esta idea se sustenta también con los resultados de la valoraciôn de CML en 
corazôn y ganglios axilares, ya que aumenta en el corazôn, tejido postmitôtico, pero no en 
los ganglios, de viejos con respecto a los adultos, mostrando los longevos niveles similares 
a éstos. No obstante, se hacen necesarios futuros estudios que evaluen estos marcadores de 
dario a proteinas en leucocitos aislados de los ôrganos inmunitario s, y también peritoneales 
y circulantes.
Es interesante el resultado obtenido con GEL en cerebro, cuyos niveles disminuyen 
en viejos con respecto a los adultos, mostrando los longevos valores similares a éstos. Esto 
podria Uevar a pensar que la idea de que el control de todos los marcadores de oxidaciôn 
conduce a la prolongaciôn de la longevidad es errônea, y que por tanto, un tipo especifico 
de dario tiene mâs importancia que otro en términos de envejecimiento y longevidad, como 
ya ha sido apuntado por algunos autores (Lambert et al., 2004). O tra posible explicaciôn la 
encontramos en que los precursores de GEL son compuestos reactivos derivados de las 
rutas glucoliticas (Ahmed et al., 1997), de modo que un bajo nivel de GEL podria reflejar 
defectos bioenergéticos asociados al envejecimiento. Dado que taies deterioros energéticos 
son un rasgo caracteristico de una variedad de enfermedades neurodegenerativas asociadas 
al envejecimiento (Galabrese et al., 2001), los resultados podrian sugerir que los individuos 
viejos y no los longevos presentarian el declive energético mencionado y serian susceptibles 
a padecer dichas enfermedades.
De hecho, de entre las posibles razones causales a que no todos los marcadores de 
dario proteico sigan el mismo patrôn de cambio en una misma localizaciôn con el 
envejecimiento, se encuentra precisamente su origen relativamente diferente. Por ejemplo, 
el MDA, que es el producto principal de la peroxidaciôn de âcidos grasos altamente 
insaturados, reacciona predominantemente in vivo con los residuos Usina de las proteinas 
(Draper et al., 2000). Por su parte, GML tiene un origen mixto en la peroxidaciôn Upidica y 
en la gUcoxidaciôn (Eu et al., 1996), mientras que GEL, como ya se ha comentado, 
encuentra su origen principalmente en la oxidaciôn de carbohidratos (Ahmed et al., 1997).
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GSA y AASA conistituyen los principales carbonilos proteicos, formados por oxidaciôn 
directa de los residuos arginina el primero y de Usina el segundo (Requena et al., 2003). Se 
ha visto que los grupos carbonüos aumentan con la peroxidaciôn Upidica y con el grado de 
insaturaciôn de los âcidos grasos (Forsmark-Andrée et al., 1995; Refsgaard et al., 2000; 
Herrero et al., 2001; Pamplona et al., 2004). N o obstante, el efecto de esta insaturaciôn de 
los âcidos grasos sobre los carbonUos proteicos puede variar dependiendo del marcador 
seleccionado (Pamplona et al., 2004).
Ademâs, es bien sabido que no todas las proteinas presentan igual susceptibiUdad a 
la carbonüaciôn, y estudios mâs recientes han mostrado que tampoco todas eUas se 
glucoxidan ni Upoxidan igualmente (Kapphahn et al., 2006; HameUn et al., 2007). En este 
sentido, las modernas técnicas de proteômica en dos dimensiones han permitido una 
aproximaciôn al conocimiento de los cambios en la abundancia proteica en muestras 
biolôgicas a lo largo de la edad (Kim et al., 2007). En nuestro caso, a pesar de que por 
razones técnicas lamentablemente no nos fue posible la determinaciôn de CML tras la 
electroforesis en dos dimensiones de las proteinas de corazôn y gangUos axUares, que era 
nuestra intenciôn inicial, la tinciôn de plata si que nos permite intuir, de forma muy 
preUminar, un patrôn de abundancia de proteinas especifico de la edad y la locaUzaciôn. La 
futura continuaciôn de esta Unea de investigaciôn se encuentra sin duda entre nuestros 
objetivos prioritarios.
Como se viene comentando, los productos finales de oxidaciôn proteica estân 
estrechamente relacionados con la peroxidaciôn de los Hpidos de las membranas celulares, 
cuya sensibiUdad a la oxidaciôn aumenta exponencialmente en funciôn del numéro de 
dobles enlaces por molécula de âcido graso. De esta forma, los âcidos grasos altamente 
insaturados son las macromoléculas mâs susceptibles al dario oxidativo en las células 
(Pamplona, 2008). Esta es la razôn por la cual nos propusimos también valorar la 
com posiciôn de âcidos grasos en cerebro y bazo, asi como determinar otros indices 
relacionados de interés, entre los que se incluyen el indice de dobles enlaces y el indice de 
peroxidizabilidad, que muestran una correlaciôn negativa con la longevidad entre especies 
(Sanz et al., 2006; Pamplona y Barja, 2007) y también entre individuos de una misma 
especie (Park et al., 1996; Hulbert et al., 2006). Ademâs, la alteraciôn en la composiciôn de 
âcidos grasos con la edad podria conducir a un deterioro de funciones per se, por ejemplo de 
aquéllas que dependen de la integridad y fluidez de membrana, asi como a enfermedades 
asociadas al envejecimiento. Por otra parte, se ha descrito recientemente que aldehidos y
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productos finales avanzados de lipoxidaciôn son capaces de activar al factor de 
transcripciôn NFxB en distintos tipos celulares, entre los que se incluyen leucocitos, como 
es el caso de los monocitos (Je et al., 2004; Shanmugam et al., 2008).
En efecto, dichos indices asi como la longitud de la cadena de los âcidos grasos se 
encuentran disminuidos en el cerebro de los longevos con respecto a los adultos, 
mostrando los viejos valores similares a éstos, indicativo de que podrian tratarse de 
marcadores tempranos de envejecimiento en tejidos altamente diferenciados, cuyo aumento 
se produciria tempranamente en relaciôn a otros marcadores y podria detectarse ya en la 
edad adulta que se ha utilizado en el présente estudio. Esta baja susceptibilidad lipidica a la 
oxidaciôn en el cerebro de los longevos podria explicar, al menos en parte, la alta 
resistencia a la oxidaciôn proteica que muestran estos individuos. N o obstante, en nuestro 
estudio, el ùnico marcador de dario a proteinas en cerebro que es mapeado de manera 
directa a través de estos indices es AASA, que también es menor en longevos en relaciôn a 
adultos y viejos. Como se comentô anteriormente, en general, el resto de marcadores de 
oxidaciôn proteica en este ôrgano se encontraron a niveles similares en adultos y longevos, 
y aumentados en viejos.
Si consideramos el bazo de los viejos, a pesar de que los cambios menos marcados 
en los niveles de dario a proteinas coinciden con una ausencia de variaciôn en los indices de 
medida de la susceptibilidad a la oxidaciôn lipidica, hay que recordar que MDAL se 
encuentra aumentado en esos individuos con respecto a adultos y longevos, y GSA con 
respecto a estos ùltimos.
Por tanto, parece que, en general, los cambios con la edad en los productos finales 
de oxidaciôn proteica estân relacionados pero no son la imagen especular de la variaciôn en 
los indices de susceptibilidad a la oxidaciôn lipidica con el envejecimiento. Un hecho 
similar ha sido descrito previamente por Lambert et al. (2004), y es indicativo de que otros 
factores, taies como los ya comentados, pero también otros, entre los que se incluyen la 
tasa de producciôn de radicales libres, la presencia/actividad de agentes protectores, como 
son los antioxidantes, y /o  de los mecanismos de reparaciôn de dario, cambian con la edad. 
Es mâs, cambios en âcidos grasos especificos en viejos, que no existen en longevos, y 
viceversa, podrian jugar un papel clave.
En este sentido, los présentes resultados muestran que las variaciones en la 
composiciôn de âcidos grasos con el envejecimiento y la longeridad son complejas, de 
modo que los âcidos grasos presentan un patrôn caracteristico de edad y localizaciôn;
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hecho que ya ha sido descrito con anterioridad (Pamplona, 2008). En primer lugar, 
centrandonos en los resultados obtenidos en cerebro, se puede deducir que no todos los 
cambios en âcidos grasos especificos tendrian el mismo peso en lo que a envejecimiento y 
longevidad se refiere, dado que algunos de eUos no cambian con la edad. Ambos, viejos y 
longevos, presentan variaciones similares en otros, lo que Uevaria a pensar también en una 
escasa infiuencia directa sobre el alcance de la longevidad. Sin embargo, hay que considerar 
que esos cambios en una localizaciôn dada podrian derivar en mecanismos homeostâticos 
diferentes a lo largo de un envejecimiento normal o en el envejecimiento saludable. Éste es 
el caso, por ejemplo, de los âcidos oleico (18:ln-9) y eicosapentanoico (20:5n-3) en cerebro, 
cuyo aumento y disminuciôn, respectivamente, se produce en igual magnitud en viejos y 
longevos con respecto a los adultos.
Si observamos detenidamente las peculiaridades que caracterizan al cerebro de los 
longevos, vemos primeramente que, en efecto, la menor susceptibilidad de sus membranas 
Hpidicas a la oxidaciôn se corresponde con una fracciôn disminuida de âcidos grasos poli- 
insaturados. Dado que éstos son sintetizados de manera general mediante la modificaciôn 
de âcidos grasos saturados precursores a través de las enzimas desaturasas, cambios en la 
expresiôn y /o  regulaciôn de la actividad de las mismas podrian iniciarse de manera 
temprana en el proceso de envejecimiento en tejidos altamente diferenciados, 
contribuyendo a este hecho. En este sentido, hay que destacar que los longevos presentan 
menores valores del âcido graso muy insaturado docosapentanoico de la serie 6 (22:5n-6) y 
mayores del mono-insaturado palmitoleico (16:ln-7). Es mâs, el cambio en la composiciôn 
de âcidos grasos insaturados especificos exclusivo al cerebro de longevos lo encontramos 
precisamente en los menores niveles de âcido docosapentanoico de la serie 6. Si existe una 
relaciôn directa entre este hecho y los menores niveles de AASA en el cerebro de longevos 
merece futuras investigaciones, al igual que sucede con los menores niveles de âcido 
docosapentanoico de la serie 3 en el cerebro de los viejos coincidentes con sus menores 
valores de GEL. En cualquier caso, estos hechos nos devuelven a la idea de que el control 
de no todos los âcidos grasos muy insaturados conduce a la prolongaciôn de la longevidad, 
sino que un  tipo especifico tiene mâs importancia que otro en términos de envejecimiento 
y longevidad. Por tanto, unos valores bajos de âcido docosapentanoico de la serie 6 en 
cerebro podrian ser buenos candidatos a marcadores de longevidad en dicho ôrgano.
Por su parte, el cerebro de los viejos présenta mucho mayor contenido que el de los 
longevos en  el âcido graso mâs insaturado, el docosahexanoico (22:6n-3), mientras que los
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menores niveles de este âcido graso han sido relacionados con mayor longevidad entre 
especies (Pamplona et al., 1999; Hulbert et al., 2007). Otros âcidos grasos, cuyos niveles 
han sido asociados a mayor longevidad mâxima entre especies son el araquidônico (20:4n- 
6) y el Hnoleico (18:2n-6), menores para el primero y mayores en el caso del segundo 
(Hulbert et al., 2007). Nuestros resultados muestran que no existen cambios en los valores 
de âcido araquidônico a lo largo de la edad en el cerebro de ratôn. No obstante, los niveles 
de âcido linoleico disminuyen con la edad, pero se encuentran mâs preservados en 
longevos que en viejos. Precisamente, la importante disminuciôn en este âcido graso en los 
viejos junto con sus menores niveles de estearidônico (18:4n-3) y de eicosadienoico (20:2n- 
6), y el mayor contenido en docosahexanoico, podrian estar relacionados con el mayor 
dario oxidativo general a proteinas que présenta el cerebro de los animales de esta edad.
Ademâs, es necesario considerar que la insaturaciôn global de los âcidos grasos se 
encuentra homeostâticamente regulada en los tejidos de mamiferos a través del control de 
la expresiôn génica (Maresca y Cossins, 1993). Como ya se ha apuntado anteriormente, 
estos mecanismos homeostâticos podrian variar de modo diferencial a lo largo del 
envejecimiento normal y saludable, y segun la localizaciôn. En este sentido, es interesante 
observar en los présentes resultados, que a pesar de la ausencia de cambios en la longitud 
de la cadena, y en los indices de dobles enlaces y de peroxidizabilidad lipidica en bazo a lo 
largo de la edad, las fracciones lipidicas se encuentran profundamente modificadas. En 
viejos, el aumento en PUFAn-6 parece compensarse con la disminuciôn en PUFAn-3 y 
MUFA. Esto no sucede en longevas, y en eUas encontramos valores bajos de UFA, 
principalmente de los MUFA, y altos de la fracciôn SFA,
Como se indicô previamente, las variaciones en la composiciôn de âcidos grasos 
con el envejecimiento y la longevidad presentan un patrôn caracteristico de edad y 
localizaciôn (Pamplona, 2008). Asi, por ejemplo, el bazo de los viejos si que présenta 
mayores niveles de araquidônico, que como se ha comentado no sufre variaciones en 
cerebro. De esta forma, a pesar de que este âcido graso ha sido relacionado negativamente 
con la longevidad mâxima entre especies (Hulbert et al., 2007), segun nuestros resultados 
no supondria un marcador universal en ratôn. No obstante, es interesante destacar que el 
bazo de los viejos muestra algunos cambios simüares al cerebro, esto es, un mayor 
contenido en docosahexanoico, y menor de linoleico y de estearidônico. Estos cambios con 
el envejecimiento comunes a ambos ôrganos de origen tan dispar podrian ser potenciales
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candidatos a marcadores universales de morbilidad en la vejez, lo que deberâ confirmarse 
en futuros estudios, asi como su posible relaciôn con los mayores niveles de MDAL.
En conclusion, la edad estâ asociada a una évidente alteraciôn en la composiciôn 
de los âcidos grasos y fracciones Hpidicas, que es diferente segun la edad y la locaHzaciôn. 
N o obstante, los individuos viejos presentan alteraciones en âcidos grasos especificos, que 
no existen en longevos, lo que les baria ser buenos candidatos a indicadores de morbüidad 
con la edad, mientras que los cambios en longevos que no se dan en viejos, podrian ser los 
que aseguran una mayor longevidad.
Por otra parte, a la acumulaciôn de dano oxidativo a proteinas con el tiempo podria 
contribuir una disminuciôn en la tasa de renovaciôn de las mismas con la edad. El 
proteasoma 20S es el complejo preferentemente encargado de reconocer y degradar 
activamente estos productos (Grune et al., 1997; Davies, 2001). Sin embargo, se han 
descrito resultados contradictorios con respecto a los cambios en su actividad con el 
envejecimiento. También, es de gran interés el estudio de la actividad del proteasoma 208 
en los individuos longevos, para conocer si éste es un factor clave en el mantenimiento de 
niveles de oxidaciôn proteica controlados en estos individuos.
En general, los resultados del présente estudio muestran una mejor conservaciôn de 
la actividad enzimâtica del proteasoma 205 en longevos que en viejos, con respecto a los 
adultos. Los cambios que se observan con la edad muestran interesantes particularidades 
dependiendo del ôrgano o incluso de la actividad enzimâtica considerada, la tipo 
quimiotripsina o la tipo caspasa. Asi, mientras que la actividad del proteasoma 208 en viejos 
disminuye en corazôn y pulmôn, otras locaUzaciones no muestran cambios (gangHos 
axilares) o incluso aumento de funciôn (higado, leucocitos peritoneales). En rinôn, la 
actividad quimiotripsina disminuye en los viejos, mientras que la caspasa aumenta. Los 
longevos no muestran cambios en los gangHos axilares, pero tampoco en pulmôn. El 
corazôn de los longevos parece mostrar valores mâs prôximos a los de los adultos que el de 
los viejos. Por otra parte, el aumento en la actividad quimiotripsina en higado es mâs 
marcado en los longevos que en los viejos, mientras que aquéUos muestran valores mâs 
preservados de actividad caspasa. Esta actividad caspasa también se mantiene preservada en 
el rinôn de los longevos, mientras que la tipo quimiotripsina sufre una disminuciôn simüar 
a la de los viejos. Ambas actividades aumentan en los leucocitos peritoneales de los 
longevos, de manera simüar a lo que sucede en los viejos.
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En este sentido, si bien existen varios articulos en la literatura cienrifica que han 
mostrado una disminuciôn de la actividad proteasômica en una variedad de tejidos con la 
edad (Carrard et al., 2002), algunos autores ya han apuntado que el declive de la funciôn 
proteasômica puede no ser universal (Agarwal y Sohal, 1994; KeUer et al., 2000). Este 
hecho no es tan extrario si se considéra que la actividad proteasômica se activa de manera 
general con el estrés oxidativo (Grune y Davies, 2003), de modo que en condiciones 
normales su activaciôn sera mayor cuanto mayor sea dicho estrés. N o obstante, se ha 
comprobado también que puede Uegar a inactivarse si éste es demasiado elevado. En este 
aspecto, estudios in vitro han demostrado que el proteasoma 20S puede activarse o 
inactivarse ante la producciôn de altos niveles de ROS dependiendo de la forma en que se 
encuentre antes de la exposiciôn a los mismos, latente o ya activa, respectivamente 
(Concord et al., 1996). Recordemos que el grado de estrés oxidativo que afecta a una 
determinada localizaciôn no es el mismo que afecta a otra, lo que va a depender de factores 
como los ya comentados con anterioridad; distinta tasa de producciôn de radicales libres, 
distinto contenido en defensas protectoras, grado de diferenciaciôn de las células que 
componen el tejido, funciôn que esas células desempenan en el organismo y edad. Es mâs, 
la susceptibilidad a la activaciôn/desactivaciôn del proteasoma 20S por estrés oxidativo 
podria ser diferente en los animales viejos que en los longevos, lo que merece futuras 
investigaciones. También, influenciando estos cambios en la actividad, podrian existir 
variaciones en la expresiôn génica de las diferentes subunidades proteasômicas con el 
envejecimiento y la longevidad. En este sentido, se ha visto, en cultivos de fibroblastos 
procedentes de donantes de distintas edades, que los niveles de expresiôn de las 
subunidades proteasômicas disminuyen en estas células con el envejecimiento, 
manteniéndose mâs preservados en centenarios sanos (Chondrogianni et al., 2000).
Ademâs, se ha sugerido que las distintas actividades peptidasas del proteasoma 20S 
podrian afectarse diferencialmente con la edad, habiéndose encontrado aumentos, 
disminuciones y ausencia de cambios con dependencia de la actividad considerada (Friguet 
et al., 2000; Carrad et al., 2002), lo que estâ de acuerdo con los présentés resultados. Este 
hecho puede estar relacionado con la demostrada regulaciôn diferencial de los distintos 
tipos de actividades peptidasas del proteasoma 20S. Asi, por ejemplo, se ha visto que 
algunas de estas actividades y no otras se inactivan con el aumento en productos finales de 
lipoxidaciôn proteica (Conconi y Friguet, 1997; Bulteau et al., 2001), siendo el contenido de 
los cuales diferente segun el envejecimiento normal o saludable y la localizaciôn. De nuevo.
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podrian existir diferencias en la susceptibilidad a la acûvacion/desactivaciôn de un tipo 
determinado de actividad peptidasa entre viejos y longevos. En este sentido, algunos 
autores han sugerido acerca de la posible intervenciôn de la chaperona HSP90 en respuesta 
a estrés oxidativo suave, incluyendo niveles moderados de CML, previniendo esta 
desactivaciôn (Conconi y Fraguet, 1997; Carrad et al., 2002; Schmid et al,, 2008), lo que 
apunta direcciones para futuros estudios. Recordemos que el estudio del marcador CML 
revelô un aumento en el corazon de viejos con respecte a les adultes, mestrande les 
lengeves niveles similares a estes, mientras que ne se ebservaren cambies significatives 
cen la edad en ganglies axdares. Este ultime heche coincide cen la ausencia de cambies 
ebservades en la actividad del preteasema 208 cen la edad en esta lecalizaciôn inmunitaria, 
mientras que en efecte les viejos presentan m ener actividad del misme en relacion a les 
adultes en cerazôn. N e obstante, si bien les lengeves presentan dicha actividad a niveles 
mas preservades en esta lecaUzacién, estes ne Uegan a ser idéntices a les de les adultes. 
Este heche nos muestra que es dificü la interpretacion aislada de las pesibles censecuencias 
fisielôgicas de les cambies ebservades en las actividades quimietripsina y caspasa del 
preteasema 208 cen el envejecimiente y la lengevidad, dado que mener actividad del 
preteasema, al menes en les lengeves segun nuestres resultades, ne significa 
necesariamente mayor dane. También pedria indicar que en esa lecaUzacién ne se necesita 
la activaciôn del preteasema. Per tante, se requieren futures estudios que relacienen estes 
cambies en la actividad preteasomica en una lecalizaciôn determinada cen les niveles de 
estrés y dane oxidative en la misma, y si es pesible también cen su estade funcienal. 
Ademas, ne pedem es elvidar que el sistema lisesômice es también crucial para la 
degradacion de protefnas, de m ode que les cambies en une u etre  sistema tendrân un 
efecte diferencial dependiende del tipe celular y la centribuciôn relativa a la tasa de 
preteelisis global de las rutas preteasomica y lisesémica, pudiende éstas diferir si 
comparâmes animales viejos y les que alcanzan la lengevidad extrema.
D ade que ne puede concluirse una disminucion general de la actividad del 
preteasem a 208 a le large del precese de envejecimiente, ésta pedria centribuir 
especialmente a la acumulaciôn de preteinas exidadas en ciertas lecalizacienes, pere la 
exidaciôn séria prebablemente el factor clave general de la misma. N e obstante, en este 
sentide es necesario considérât también que el aumente en la actividad preteasomica en un 
lugar dade puede ne ser suficiente para pahar la tasa de exidaciôn en esa lecalizaciôn, es 
decir, que el resultade nete pedria ser igualmente una acumulaciôn de preteinas danadas, le
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que, como ya se ha comentado, debe ser objeto de futuras investigaciones. Ademas, existen 
otras actividades peptidasas del proteasoma 20S, como la tripsina, que podrian ser factores 
déterminantes de una disminucion generalizada en la efectividad de la actividad 
preteasomica (Carrad et al., 2002), y deberian ser censideradas en el future. P er ultime, el 
mantenimiente de una actividad tipe caspasa del preteasema 20S en niveles prôximes a les 
de les adultes pedria ser un buen marcador de lengevidad en la mayeria de tejides, cen la 
excepcion de les pertenecientes al sistema inmunitarie. En conclusion, les resultades del 
présente trabaje plantean numeresas e interesantes incognitas que habria que intentât 
responder en un future.
5.1.2. Envejecimiento prematuro: Ansiedad crônica en mujeres, estrés psicosocial 
en personas sin hogar, y aislamiento social en la vejez de ratones hembras.
5.1.2.1. Cambios en la funcionalidad de los leucocitos de sangre periférica, y en los 
niveles de antioxidantes y de cortisol plasmâticos, en mujeres con ansiedad.
Cem e ya se ha cementade, el mantenimiente de una funcion adecuada de las 
células inmunitarias ha demestrade ser un buen marcador de salud y lengevidad, tante en 
raton cem e en humane (Wayne et al., 1990; Guayerbas et al., 2002a; 2002b; Guayerbas y 
De la Fuente, 2003; De la Resa et al., 2006; De la Fuente, 2008a; 2008b; De la Fuente et al., 
2008). La desregulacién a la baja e  a la alta de determinadas funcienes inmunitarias puede 
cenducir a una pérdida de la homeostasis del organisme y per censiguiente de la salud, le 
que tiene cem e censecuencia un aumente de la merbüidad y la mertahdad de les 
individues. Este heche se encuentra estandarizade en el case de la disminucion cen la edad 
de funcienes leucecitarias taies cem e la quimiotaxis, la fagecitesis, la linfepreHferaciôn en 
respuesta a mitôgenes, les niveles de IL-2 inducides per les mismes y la actividad NK. 
También se ha demestrade el aumente a le large de la edad de etra serie de funcienes, 
entre las que se encuentran la adherencia, les niveles de radical superoxide, aniôn generado 
en el estallide respiraterie en neutréfiles, y les de TN F-a en cultives de sangre total en 
respuesta a EPS (Guayerbas et al., 2002a; 2002b; Guayerbas y D e la Fuente, 2003; Arranz et 
al., 2008; De la Fuente, 2008a; 2008b; De la Fuente et al., 2008).
Es mas, las funcienes inmunitarias mencienadas se han estudiade previamente per 
nuestre grupe de investigaciôn en les leucocitos, especialmente les periteneales, de ratones
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hembras que m anifiestan ansiedad, y se ha comprobado un deterioro de las mismas en 
relacion a los animales no ansiosos de su misma edad cronolôgica. Estes animales ansieses 
presentan una inmunesenescencia y un envejecimiente general del organisme prematures, 
que les conduce a una disminucion en su esperanza de vida media (Viveres et al., 2001; 
2007; Guayerbas et al., 2002a; 2002b; 2004; 2005a; 2005b; Puerto et al., 2002; Guayerbas y 
D e la Fuente, 2003; De la Fuente et al., 2003; Alvarado et al., 2005; 2006a; 2006b; Pérez- 
Àlvarez et al., 2005; Alvarez et al., 2006; De la Fuente, 2008a; 2008b).
Cen eses antecedentes, y sabiende el paraleüsme que hay entre la eveluciôn cen la 
edad en la funcion de les leucocitos periteneales de raton y la de les de sangre periférica 
humana (De la Fuente, 2008a; 2008b), nos prepusimes cenecer les cambies que se 
preducen en las funcienes mencienadas de linfocites y neutréfiles, previamente descritas 
cem e marcaderes de salud y lengevidad, en las mujeres ansiesas cen respecte a las 
contrôles ne ansiesas de su misma edad.
Les resultades descrites en este apartade demuestran, en las mujeres cen ansiedad, 
un declive de la quimiotaxis de les neutréfiles y linfocites periférices, de la fagecitesis de 
les neutréfiles, de la linfepreüferacién estimulada cen PHA asi cem e de les niveles de IL-2 
en les sebrenadantes de eses mismes cultives, y de la actividad NK. Sin embargo, les 
niveles de anién superéxide en neutréfiles y les de TN F-a en cultives de sangre total en 
respuesta a LPS aparecen aumentades en dichas mujeres ansiesas. T ede elle se encuentra 
en cengruencia cen les resultades previamente descrites per nuestre grupe de 
investigacién en ratones hembras que manifiestan ansiedad (Guayerbas et al., 2002a; 2002b; 
2004; 2005a; Puerto et al., 2002; Guayerbas y De la Fuente, 2003; Alvarado et al., 2005; 
2006a; Pérez-Alvarez et al., 2005; Alvarez et al., 2006; Viveres et al., 2007; De la Fuente, 
2008a; 2008b). N e obstante, la adherencia de les neutréfiles y linfocites de sangre 
periférica de mujeres cen ansiedad ne varié cen respecte a las contrôles ne ansiesas, en 
centrapesicién a le que sucede en macréfages y linfocites periteneales de ratones hembras 
que manifiestan ansiedad, en les que dicha funcién aumenta en relacién a sus respectives
contrôles (Puerto et al., 2002; De la Fuente, 2008a; 2008b).
Es bien sabide que las alteracienes psicelégicas pueden dar lugar a cambies 
hormonales y biequimices cen ebjete de ayudar a mantener la homeostasis del organisme, 
pere resultande en ecasienes en un estrés fisielégice. D ade que el cortisol es el principal
glucecerticeide que modula la ansiedad (Lundberg, 2005), su secrecién aumentada per
parte del eje HHA, le cual se veria re fie jade en la elevacién de sus niveles plasmâticos.
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puede incidir sobre la funcion inmunitaria, como de hecho ha sido comprobado en toda 
una serie de estudios (Madden y Livnat, 1991; Padgett y Glaser, 2003) y en otras 
aportaciones mas recientes (Lekander et al., 2009). Es un hecho conocido que el cortisol 
puede dar lugar a cambios en funcienes clave de las células inmunitarias cem e son la 
migracion, preliferacion, secrecién de citoquinas, preduccién de anticuerpes y actividad 
citeiïüca (Madden y Livnat, 1991; Padgett y Glaser, 2003; Lekander et al., 2009). N uestre 
grupe ha comprobado, en estudios previes, que a le large de la edad en humanes las 
funcienes de linfocites disminuyen en aquélles en que les niveles de cerdsel se ven 
aumentades (VaUeje et al., 2006). Per etra parte, les ratones ansieses antes mencionados 
manifiestan alteracienes en el eje HHA cen aumente en les niveles de certicesterena 
(Pérez-Alvarez et al., 2005; Viveres et al., 2007). En las mujeres cen ansiedad 
(diagnesticada a través del Inventarie de Ansiedad de Beck) estudiadas en el présente 
trabaje, se valeraren sus niveles de cortisel plasmâtice, mestrande les mismes un aumente 
significative en relacién a les présentés en las mujeres ne ansiesas (contrôles), le que pedria 
centribuir de ferma importante en el détérioré de la funcién inmunelégica que presentan 
dichas mujeres cen ansiedad.
Per etra parte, algunos estudios han relacienado la secrecién aumentada de 
glucecerticeides cen un alto nivel de estrés oxidativo (Jekell et al., 2004), que cem e ya se 
ha cem entade se encuentra en la base de la disfuncién inmunelégica que se produce cen la 
edad (De la Fuente et al., 2005; De la Fuente, 2008a; 2008b). Les ratones ansieses 
muestran un estrés oxidativo elevade, evidenciade per el aumente en una ampHa variedad 
de marcaderes de exidacién y per la disminucién en el centenide en defensas 
antioxidantes, tante en sus leucocitos periteneales cem e en etres tejides, entre les que se 
inluyen el baze y el cerebre (Alvarado et al., 2006a; 2006b; Alvarez et al., 2006; Viveres et 
al., 2007; De la Fuente, 2008a; 2008b). En este sentide, algunos autores han descrite que la 
determinacién de la capacidad antiexidante total del plasma es un buen marcador del nivel 
de estrés oxidativo del organisme (Aycicek et al., 2005). La valeracién de esta capacidad en 
el plasma de las mujeres ansiesas estudiadas en el présente trabaje, muestra que la misma se 
encuentra disminuida al cemparar cen les niveles de las contrôles. Este pedria refiejar una 
m ener capacidad para hacer frente a un aumente de ROS. Dade que las células 
inmunitarias son especialmente sensibles al dane de sus biemeléculas causade per estrés 
oxidativo (Izgüt-Uysal et al., 2004) y que sus funcienes se encuentran intimamente Ugadas a 
la génesis de ROS, el equilibrie entre exidantes y antioxidantes es esencial para estas
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células. Como ya hemos visto, el desequilibrio entre ambos tdpos de compuestos podria 
comprometer la funcion de las células inmunitarias (Berlett y Stadtman, 1997), impidiendo 
una adecuada respuesta inmune (Victor et al., 2004).
De hecho, en el présente estudio se observa que los neutrôfilos de las mujeres 
ansiesas presentan un estaUido respiraterie aumentade, cen la censecuente génesis e 
incremente de les niveles de ROS, taies cem e el aniôn superôxido, heche que también 
hemes encentrade en personas mayeres (Arranz et al., 2008; D e la Fuente et al., 2008). De 
manera similar, estudios previes realizades per nuestre grupe en leucocitos periteneales de 
ratones ansieses y prematuramente envejecides han descrite niveles aumentades de este 
radical en cemparacion cen les contrôles ne ansieses (Guayerbas et al., 2002b; Viveres et 
al., 2007). También, Beuayed et al. (2007) estudiaren la relacion entre la ansiedad y les 
niveles intracelulares de ROS en les granulecites periférices en ratones, encentrande una 
relacién lineal entre ambes. Estes mismes autores han cem prebade en un estudio 
posterior que les altos niveles de ansiedad en ratones aumentan les niveles de ROS ne séle 
en esas células, también en m enecites y linfocites (Ramai et al., 2008). En este sentide, 
recordemos de nueve que a pesar de que la preduccién de ROS es un mécanisme 
importante de destruccién de micreerganismes per parte de les fagecites, existen 
evidencias de cerrelacién positiva entre bajes niveles de superéxide y alta actividad 
bactericida (Boxer, 1995). Per el contrarie, se ha viste que una excesiva generacién de 
superéxide ne tiene un efecte paralele sobre la capacidad bactericida de estas células 
(Welach et al., 2000). Es mas, les altos niveles de ROS pueden causar dane y muerte celular 
(Lum y Roebuck, 2001). En efecte, un excese de ROS generado per les fagecites puede 
danar les lipides de membrana, resultande en la alteracién de la fluidez de la misma y per 
tante de las funcienes que dependen de eUa, dentre de las que se incluyen la quimiotaxis y 
la fagocitosis (Victor et al., 2003b; Izgüt-Uysal et al., 2004). De acuerde cen este, las 
mujeres ansiesas estudiadas en el présente trabaje muestran un détérioré de la quimiotaxis 
de sus células inmunitarias asi cem e un declive en la capacidad fagecitica per parte de sus 
neutréfiles. Estes resultades cenfirman dates previes descrites per nesetres y per etres 
autores cen la edad y en presencia de ansiedad tante en modèles humanes cem e murines 
(Sacerdete et al., 1999; Guayerbas et al., 2002a; 2002b; Guayerbas y De la Fuente, 2003; 
Viveres et al., 2007; De la Fuente, 2008a; 2008b; Arranz et al., 2008; De la Fuente et al., 
2008).
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En relacion a las citoquinas, moduladores esenciales de las interacciones que se 
producen en la inmunidad celular y humoral, y cuyos cambios a nivel de producciôn por 
parte de los leucocitos podrian jugar un papel crucial en el deterioro de la funcion 
inmunitaria asociado a la presencia de ansiedad, se ha observado en el présente estudio que 
las mujeres ansiosas tienen mayores niveles de T N F -a  inducidos por LPS en cultivos de 
sangre total que las contrôles. Este hecho concuerda con observaciones previas realizadas 
por otros autores en humanos con ansiedad (Maes et al., 1998) y por nosotros en mujeres 
ancianas, en las que dichos niveles disminuyen gracias a la administraciôn de precursores 
del glutation (Arranz et al., 2008). También, datos previos de nuestro grupo en leucocitos 
peritoneales de ratones con ansiedad han mostrado aumento s en los niveles de TN F-a 
inducidos por LPS (Viveros et al., 2007; De la Fuente, 2008a; 2008b), mientras que en 
ratones a distintas etapas del proceso de envejecimiento hemos encontrado tanto aumentos 
(Puerto et al., 2005) como disminuciones y ausencia de variaciones (véanse los resultados al 
respecto en los viejos y muy viejos, respectivamente, estudiados en el primer subobjetivo 
de la présente tesis).
En este punto séria conveniente incidir de nuevo brevemente en las posibles 
razones que expHcan estas diferencias. Recordemos la estrecha relacion que existe entre el 
NFxB y las citoquinas proinflamatorias como el TN F-a, y el hecho de que las rutas 
sensibles al estado redox que desencadenan la activaciôn del NFxB son diferentes 
dependiendo de los tipo s celulares présentes en el sistema (Gloire et al., 2006), que cambian 
con la edad (Puerto et al., 2005) y también con el estado de ansiedad (Cohen et al., 1999). 
Por otra parte, nuestro grupo ha comprobado, en estudios longitudinales previos, que la 
respuesta de TN F-a a una inyecciôn de LPS in vivo présenta unos tiempos de producciôn a 
picos (Alvarez, 2006), cuyos mâximos, tanto en amplitud como en tiempo, podrian variar 
en funcion de la edad y del grado de ansiedad. En este sentido, se debe considérât que los 
ratones viejos empleados por Puerto et al. (2005) se encontraban en una edad intermedia 
entre los viejos y muy viejos estudiados en el primer subobjetivo de la présenté tesis, 
mientras que los adultos eran mas jôvenes que los adultos maduros usados por nosotros.
También séria necesario tener en cuenta que los leucocitos de determinadas 
localizaciones, como el peritoneo, se encuentran expuestos a una elevada carga antigénica, 
mientras que la que tienen que hacer frente los de sangre u otros ôrganos internos, 
asépticos en condiciones normales, es baja. En peritoneo, esto podria traducirse en que los 
leucocitos de los sujetos viejos estudiados en la présente tesis producen mayores cantidades
358
Discusiôn
de TNF-a en condiciones basales resultado de un exceso de activaciôn de la ruta del NFkB, 
como se describiô previamente. Sin embargo, ante la presencia de un patôgeno, 
mimetizado en nuestro caso por el LPS, esas mismas células no son capaces de responder 
al estimulo, es decir, que la respuesta de TN F-a es baja cuando la inflamaciôn es realmente 
necesaria para combatir la infecciôn. N o obstante, en localizaciones asépticas en 
condiciones normales, como sangre u otros ôrganos internos, la presencia de agentes 
patôgeno s conduce a un exceso de inducciôn de los niveles de TN F-a en individuos de 
edad avanzada (Arranz et al., 2008) y en ratones con ansiedad (Kinsey et al., 2008), que 
podrian dar lugar a dano. Este hecho séria lo que reproducimos ahora con respecto a los 
niveles de TN F-a en los sobrenadantes de cultivos de sangre total en respuesta a LPS en las 
mujeres con ansiedad. En este aspecto, es necesario considérât que la incubaciôn de sangre 
total con LPS tiene como objetivo la simulaciôn de bacteremia o endotoxemia ex vivo, y el 
estudio de la consiguiente respuesta inflamatoria sistémica a la que ésta daria lugar dentro 
del organismo. Las citoquinas proinflamatorias taies como el TN F-a y las moléculas 
oxidantes producidas durante la misma pueden résultat beneficiosas o perjudiciales para el 
hospedador dependiendo de sus niveles y las circunstancias especificas. Como se ha 
comentado, los niveles adecuados son necesarios para combatir la infecciôn, mientras que 
su exceso puede ser deletéreo (Grimble, 1998). En relaciôn a este aspecto, se ha observado 
que los animales viejos muestran una respuesta mucho mas elevada de la via del NFxB ante 
diversos estimulos en modelos de isquemia cerebral y de endotoxemia, mientras que los 
estrôgenos previenen de la inflamaciôn excesiva a través de la atenuaciôn de dicha via (Wen 
et al., 2004; Park et al., 2006; Sunday et al., 2006; 2007). Es mas, una activaciôn del NFkB 
excesiva se ha relacionado con un aumento de la mortalidad en modelos de shock 
endotôxico létal agudo (Victor y De la Fuente, 2003), en los que el NFxB es regulado a la 
baja por precursores del glutation, previniendo asi de la oxidaciôn y la inflamaciôn 
excesivas (Victor y De la Fuente, 2003; Victor et al., 2003a).
Ademas, el TN F-a en exceso puede potenciar la producciôn de moléculas de 
adhesion  via N F kB (CoUins, 1993; Victor et al., 2004). No obstante, nuestros resultados 
muestran ausencia de cambios en la adherencia de los leucocitos procedentes de las mujeres 
ansiosas. De esta forma, la menor capacidad antioxidante total que se encuentra en ellas 
podria refie jar una mayor captaciôn o utilizaciôn de antioxidantes plasmâticos por parte de 
las células inmunitarias, con objeto de neutralizar el aumento de la expresiôn de moléculas 
de adhesiôn y de otros eventos relacionados con el mayor estrés oxidativo.
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Ademas, unos niveles elevados de TNF-a podrian contribuir al declive de la 
funcion quimiotâctica, puesto que se ha visto que esta citoquina es capaz de inducir la 
expresiôn del factor inhibidor de la migraciôn de macrôfagos (Hirokawa et al., 1998).
Con respecto a los niveles de IL-2 inducidos por PHA, los présentes resultados 
muestran valores disminuidos en las mujeres ansiosas con respecto a las contrôles no 
ansiosas. Otros autores han descrito resultados similares en situaciones emocionales de 
ansiedad (Koh y Lee, 1996) y esto mismo se ha observado a lo largo de la edad (Arranz et 
al., 2008). Considerando que la IL-2 es un estimulo fundamental para que se lleven a cabo 
las respuestas linfoproliferativas y la N K  (Solana et al., 1999), su disminuciôn podria 
estar relacionada con el deterioro de dichas funciones encontrado en las mujeres ansiosas 
estudiadas en el présente trabajo. D e acuerdo con estos resultados, varios estudios han 
descrito una estrecha relaciôn entre la ansiedad y una disminuciôn de las respuestas 
proliferativas de los linfocitos inducidas por PHA asi como de la N K, tanto en humano 
como en ratôn (Kiecolt-Glaser et al., 1984a; Esterling et al., 1993; ZorriUa et al., 1994; Koh 
y Lee, 1996; Leonard y Song, 1996; Maes et al., 1998; Borella et al., 1999; Guayerbas et al., 
2002a; Alvarado et al., 2005), de manera similar a lo que sucede a lo largo del 
envejecimiento (De la Rosa et al., 2006; Arranz et al., 2008; De la Fuente, 2008a; 2008b; De 
la Fuente et al., 2008). En este aspecto, como ya se mcncionô con anterioridad, los niveles 
aumentados de cortisol inducidos por la ansiedad pueden inhibir la secreciôn de ciertas 
citoquinas, la proHferaciôn de las células inmunitarias y la actividad citolitica (Padgett y 
Glaser, 2003). Ademas, existen varios articulos en la literatura cientifica que evidencian un 
efecto inhibitorio del exceso de ROS sobre la linfoproliferaciôn (Pahlavani y Harris, 1998; 
Aral et al., 2004) y sobre la producciôn de IL-2 a través de la inducciôn del NFkB (Arai et 
al., 2004).
En conclusion, en vista de todo lo antetiormente comentado, podria deducirse que 
un alto nivel de ansiedad conduce a un importante deterioro de la respuesta inmunitaria, al 
menos en lo referente a las diferentes funciones de la inmunidad innata, celular y NK, asi 
como los niveles de citoquinas, estudiados en el présente trabajo. Ademas, nuestros 
resultados muestran que este declive temprano podria estar relacionado con el aumento de 
la secreciôn de cortisol por parte del sistema HHA en situaciones emocionales de ansiedad, 
que daria lugar a una condiciôn de estrés oxidativo que se veria reflejada en una capacidad 
antioxidante total plasmâtica disminuida. Dado que los parâmetros inmunolôgicos 
investigados son buenos biomarcadores de salud y longevidad, el deterioro temprano de los
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mismos podria reflejar un proceso de envejecimiento prematuro, signo de mayor 
morbilidad. Asi, una capacidad general de respuesta disminuida por parte del sistema 
inmunitario en las mujeres ansiosas podria resultar, a largo plazo y en ausencia de 
tratamiento, en frecuentes procesos infecciosos y otros tipos de enfermedades relacionadas 
con un sistema inmunitario defectuoso, lo que senala posibles direcciones para futuros 
estudios, dado que una proporciôn importante de adultos jôvenes que consultan con los 
facultativos de medicina general padecen algun tipo de desorden de ansiedad no 
diagnosticado ni tratado adecuadamente (Wittchen y Boyer, 1998).
N o obstante, para la generaüzaciôn de los présentes resultados, se hacen necesarios 
futuros estudios que los repHquen en una poblaciôn de mayor tamano muestral, en los que 
se explore también las posibles diferencias en funciôn del sexo, dado que nuestra 
investigaciôn se centrô ûnicamente en mujeres. Otra lim itaciôn de nuestro estudio dériva 
del hecho de que el mom ento del ciclo menstrual puede afectar a la funciôn inmunitaria. A 
pesar de que las participantes del présente trabajo no se encontraban ni ovulando ni 
menstmando, son necesarios futuros estudios que investiguen el papel que juegan los 
niveles hormonales de estrôgenos y progesterona en la inmunidad de las mujeres ansiosas. 
Ademas, aunque todas las mujeres de ambos grupos expérimentales estudiadas en el 
présente trabajo habfan recibido al menos una educaciôn escolar bâsica y pertenecian a la 
clase media-alta, es decir, que no tenian preocupaciones econômicas, investigaciones que 
consideren otras caracteristicas sociodemogrâficas importantes, taies como el estatus 
familiar o laboral, serian sin duda de gran interés, dada la repercusiôn que todas esas 
caracteristicas tienen en la funcionalidad inmunitaria (Receputo et al., 1995).
5.1.2.2. Efecto de la situaciôn de estrés psicosocial en personas sin hogar sobre 
diversas funciones de los leucocitos de sangre periférica, y sobre los niveles de 
antioxidantes y de cortisol plasm âticos.
A pesar de la alta prevalencia de problemas de salud en la poblaciôn sin hogar, y 
estando la mayoria de ellos relacionados con un funcionamiento defectuoso del sistema 
inmunolôgico, éste ha recibido relativamente poca atenciôn como objetivo de 
investigaciones cientificas. Algunos autores han sugerido que las personas sin techo 
padecen de una inmunidad alterada (Jackson y Spach, 1996). Sin embargo, el présente 
trabajo es, a nuestro conocimiento, el primero en estudiar una variedad de parâmetros
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inmunitarios, previamente descritos como buenos marcadores de salud y supervivencia 
(Levy et al., 1991; Ferguson et al., 1995; De la Fuente, 2002; 2008a; 2008b; Guayerbas et al., 
2002a; 2002b; Guayerbas y De la Fuente, 2003; Victor et al., 2004), en personas sin techo 
con respecto a las que disponen del mismo.
Nuestros resultados demuestran una respuesta inmunolôgica fuertemente 
suprimida en las personas sin hogar con respecto a aquéllas que lo tienen, de su mismo 
sexo y edad, al menos en lo que a los siguientes parâmetros se refiere: capacidad de 
adherencia y de quimiotaxis tanto de neutrôfilos como de linfocitos, capacidad fagocftica y 
niveles de aniôn superôxido de los neutrôfilos, linfoproliferaciôn en respuesta a mitôgenos 
de las células T  y niveles de IL-2, asi como la actividad NK. La capacidad antioxidante total 
del plasma también se encontrô disminuida en las personas sin techo.
La funciôn adhérente de las células inmunitarias ha sido escasamente esmdiada en 
el contexto de la psiconeuroinmunologia. Como hemos visto, se han descrito tanto 
aumentos como ausencia de cambios en este parâmetro en modelos murinos y humanos de 
ansiedad (Puerto et al., 2002; Arranz et al., 2007). En contraste, curiosamente, los 
leucocitos de las personas sin hogar presentan una adherencia muy disminuida con respecto 
a los contrôles. N o obstante, ello también puede estar mostrando una peor funcionalidad, 
ya que podria traducirse en una mayor dificultad por parte de las células inmunitarias para 
desplazarse por la superficie de las células endoteUales, para realizar los contactos mediados 
por integrina con las mismas, y la consiguiente diapédesis a través de la lâmina endoteüal. 
Se suma a esta idea el hecho de que, en efecto, la quimiotaxis de los leucocitos al foco de 
infecciôn bacteriana aparece deteriorada en el colectivo de los sin techo. Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos tanto por nosotros como por otros autores en respuesta a 
ansiedad en modelos humanos y murinos (Sacerdote et al., 1999; Guayerbas et al., 2002b; 
Puerto et al., 2002; Arranz et al., 2007). N o obstante, algunos estudios han indicado 
ausencia de cambios en la quimiotaxis de neutrôfilos procedentes de pacientes con 
depresiôn (Maes et al., 1992).
En lo que respecta a la capacidad fagocftica de los neutrôfilos, los présentés 
resultados demuestran un fuerte deterioro funcional en los individuos sin hogar. En este 
aspecto, a pesar de que algunos autores han realizado observaciones similares en pacientes 
con depresiôn (Leonard y Song, 1996), otros no encontraron cambios (Maes et al., 1992). 
Por otra parte, los estudios en modelos murinos y humanos de ansiedad también han 
mostrado una funciôn fagocftica disminuida (Guayerbas et al., 2002b; Puerto et al., 2002;
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Arranz et al., 2007). De manera interesante, la destmcciôn de bacterias mediante radicales 
intracelulares de oxigeno, taies como el aniôn superôxido, también parece ser una funciôn 
deprimida en las personas sin techo en comparaciôn con los contrôles, lo que podria 
sugerir, dentro de este contexto de carencia general de respuestas funcionales, que las 
células fagociticas de los sin techo presentan una capacidad defectuosa de generaciôn de 
intermediarios reactivos de oxigeno, que haria a estas personas mas vulnérables a las 
infecciones bacterianas. Sin embargo, Maes et al. (1992) no encontraron taies cambios en 
pacientes con depresiôn, mientras que, como ya se comentô con anterioridad, estudios de 
nuestro grupo han mostrado niveles aumentados de este aniôn en presencia de ansiedad 
(Arranz et al., 2007).
En suma, considerando este estado de depresiôn funcional generalizada que 
presentan los neutrôfilos de las personas sin techo, estas células podrian encontrarse 
impHcadas en la mayor susceptibilidad a enfermedades fisicas, taies como infecciones 
bacterianas, que sufre este colectivo.
Ademas, la respuesta proliferativa de los linfocitos de las personas sin techo se 
encuentra marcadamente reducida ante el mitôgeno PHA. Varios estudios acerca de estrés 
crônico, desôrdenes de depresiôn, ansiedad y soledad han encontrado estas condiciones 
fuertemente relacionadas con una respuesta linfoproHferativa inducida por PHA 
disminuida (Kiecolt-Glaser et al., 1984b; Maes et al., 1989; Arranz et al., 2007). Por tanto, 
dichas condiciones psicolôgicas podrian contribuir de manera importante al declive de la 
funciôn linfoproHferativa de las células T  encontrado en los individuos sin techo. Esta 
observaciôn sugiere una inmunidad celular reducida en ese colectivo, que podria ser una 
razôn fundamental, unida a su mayor exposiciôn a agentes causantes de enfermedad (Bor y 
Epstein, 1991) y a sus conductas de mayor riesgo (Chau et al., 2002), para el mayor 
padecimiento de enfermedades infecciosas que suelen experimentar.
En lo que respecta a la actividad NK, los resultados indican una funciôn suprimida 
en el colectivo sin hogar. Nuestro grupo y otros autores han observado una citotoxicidad 
N K  reducida en presencia de desôrdenes de ansiedad y depresiôn (Herbert y Cohen, 1993; 
Arranz et al., 2007). Es mas, la soledad, que es una condiciôn fuertemente relacionada con 
la depresiôn, también parece derivar en la inhibiciôn de esta funciôn (Kiecolt-Glaser et al., 
1984b). Por tanto, la mayor prevalencia de cancer e infecciones virales entre los sin techo, 
en comparaciôn con el colectivo que dispone del mismo, puede ser debida no sôlo a
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conductas de riesgo aumentadas en aquéllos (Chau et al., 2002), sino también a su menor 
capacidad de respuesta ante el cancer y los virus.
Un posible mecanismo que asocia la condiciôn sin techo a una respuesta 
inmunitaria mas pobre es a través de vias de estrés oxidativo. La capacidad antioxidante 
total del plasma, buen marcador de estrés oxidativo, se encuentra disminuida en los 
sujetos sin techo, lo que refleja una menor capacidad para hacer frente, de manera râpida y 
eficaz, a un aumento de ROS que podria comprometer las funciones celulares. Como ya se 
ha comentado antetiormente, obtuvimos resultados similares en lo que respecta a los 
antioxidantes plasmâticos en mujeres con ansiedad (Arranz et al., 2007). El estrés oxidativo 
podria danar macromoléculas de importancia biolôgica, taies como los lipidos de 
membrana, que son particularmente sensibles a la peroxidaciôn, resultando en una 
alteraciôn de la fluidez de membrana y de funciones dependientes de la misma, taies como 
la quimiotaxis y la fagocitosis (Victor et al., 2003b). En coherencia con esta idea, podria 
entenderse que la quimiotaxis de las células inmunitarias hacia el foco de infecciôn y la 
capacidad fagocftica de los neutrôfilos se encuentran disminuidas en los sin techo. Ademâs, 
un mayor estrés oxidativo también se ha relacionado con la supresiôn de la producciôn de 
ciertas citoquinas, taies como la IL-2 (Arai et al., 2004), importante estimulo para las 
respuestas linfoproliferativas y la actividad NK. De acuerdo con esto, los présentés 
resultados muestran que los sin techo presentan niveles de IL-2 mâs bajos junto con una 
marcada reducciôn de la respuesta proliferativa de los linfocitos a PHA, y también una 
actividad N K  signifîcativamente disminuida, todo eUo congruente con observaciones 
previas realizadas por nosotros en mujeres ansiosas (Arranz et al., 2007).
Sin embargo, a pesar de que, como se ha venido discutiendo, la condiciôn de “sin  
techo”, la ansiedad y la depresiôn comparten en general algunos de sus efectos principales 
sobre el sistema inmunitario, la condiciôn de “sin techo” parece aportar ciertos rasgos 
especificos al panorama general, contribuyendo a un estado de insensibilizaciôn 
generalizado de los leucocitos. Las personas sin hogar estudiadas en el présente trabajo 
sufrian en efecto de ansiedad y de depresiôn, pero se debe considerar que la exclusiôn 
social podria contribuir de manera importante, a través de sentimientos de angustia y 
rechazo, a las diferencias existentes en los cambios inmunitarios observados en las personas 
sin techo en comparaciôn con los encontrados en otros esmdios en personas con hogar 
pero aquejadas de ansiedad y depresiôn (Wu et al., 2000; Wong y Püiavin, 2001; Eisenberg 
et al., 2003; Pressman et al., 2005). Ademâs, se ha descrito que vivir en las caUes o en
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albergues inadecuados es una fuente de estrés en si mismo, ya que esta relacionado con 
condiciones de vida atestadas, exposiciôn a los elementos, higiene limitada y episodios de 
violencia diarios (Goodman et al., 1991; Wong y Piliavin, 2001). Varios estudios han 
encontrado que las personas sin hogar poseen mâs probabüidad de tener hâbitos que 
ponen en mayor riesgo su salud, incluyendo menos horas de sueno, mayor propensiôn al 
abuso de alcohol y drogas, nutriciôn mâs pobre y menor prâctica de ejercicio fisico, 
teniendo todas estas conductas consecuencias inmunolôgicas (Irwin et al., 1994; Razak et 
al., 2008). Las personas sin techo estudiadas en el présente trabajo se alimentaban a base de 
dietas saludables, que les proporcionaban una nutriciôn ôptima, en el centro de 
dia/com edor de benefîcencia del que fiieron reclutadas, por lo que es poco probable que la 
nutriciôn juegue algun papel en los cambios inmunitarios que sufren. Ademâs, el abuso de 
alcohol y drogas fue uno de criterios de exclusiôn considerados en el présente estudio. N o 
obstante, se hacen necesarios futuros estudios para comprender enteramente estas 
cuestiones.
En el présente trabajo, se estudiô también otro posible mecanismo vinculante entre 
la condiciôn sin techo y el declive de la funciôn inmunitaria, a través de cambios 
relacionados con el estrés en el eje H H A  y en la producciôn de citoquinas 
proinflamatorias. La ansiedad y la depresiôn se encuentran frecuentemente asociadas a 
regulaciones alteradas en el eje HHA (MüUer et al., 2002; Lundberg, 2005; Arranz et al.,
2007). El cortisol juega un importante papel en la regulaciôn de las emociones, y varios 
estudios han mostrado que su aumento tiene un efecto depresor sobre la funciôn 
inmunitaria, alterando la migraciôn de las células inmunitarias, la proliferaciôn, la secreciôn 
de citoquinas proinflamatorias, la producciôn de anticuerpos, y la actividad citolitica 
(Madden y Livnat, 1991; Padgett y Glaser, 2003). Asi, las mujeres ansiosas, que tenian 
niveles mâs altos de cortisol, también presentan mayores niveles de TN F-a en los 
sobrenadantes de sangre total culdvada en las mismas condiciones expérimentales que las 
usadas en las personas sin techo, las cuales no muestran cambios significativos con 
respecto a los contrôles, ni en el TN F-a ni en el cortisol. De nuevo, a pesar de que los 
cambios en la regulaciôn HHA bajo las condiciones de estrés, ansiedad y depresiôn han 
sido estudiados extensamente, no se comprenden todavia totalmente debido al alto grado 
de solapamiento entre esas très condiciones citadas. Por ejemplo, Lechin et al. (1996) 
apuntaron que la falta de habüidad para enfrentarse al estrés da lugar a un aumento en las 
concentraciones plasmâticas de cortisol mientras que la depresiôn muestra un patrôn
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opuesto consistente en hiporresponsividad por parte de las glândulas adrenomedulares. N o 
obstante, en la literatura cientifica se han descrito resultados contradictorios con respecto a 
la depresiôn y el cortisol. Por otra parte, la ansiedad se ha relacionado con un aumento en 
los niveles de cortisol plasmâtico (Arranz et al., 2007). De acuerdo con esto, es difîcil 
predecir lo que podria suceder en los individuos que sufren de las très condiciones, que 
podrian también no mostrar cambios en los niveles plasmâticos de esta hormona. N o 
obstante, la presencia de receptores en las células inmunitarias asi como su respuesta ante 
unos mismos niveles hormonales podria diferir en las personas sin hogar. También, otras 
hormonas y neurotransmisores, taies como noradrenaUna, adrenalina, dopamina, 
serotonina, beta-endorfina o melatonina, destacan como posibles candidatos para futuras 
investigaciones que intenten comprender mejor los cambios inmunitarios que se producen 
en el colectivo sin techo.
Es importante considerar que aunque, en este estudio, recogimos las muestras de 
manera muy estricta a lo largo de un intervalo del dia lo mâs reducido que nos fue posible, 
esto es, 4 horas (desde las 10.00 h de la mariana hasta las 14.00 h del mediodia), esto ha 
podido ser una fuente de sesgo, dado que los niveles de cortisol presentan un ritmo 
pulsâtü diurno muy marcado, con mâximos alcanzados tempranamente de mariana, que van 
disminuyendo a lo largo del dia. Por esta razôn, nuestros resultados al respecto dcbcn ser 
tenidos en cuenta con cierta cautela. Es mâs, otra Limitaciôn del présente trabajo dériva del 
hecho de que los periodos de suerio y actividad podrian ser diferentes en las personas sin 
techo de las control, lo que podria influenciar el ritmo del eje HHA mediante la inducciôn 
de un cambio en el ritmo circadiano normal de secreciôn de glucocorticoides, que podria 
tener consecuencias sobre la modulaciôn del funcionamiento del sistema inmunitario por 
parte de éstos (Hiemke et al., 1995). Por tanto, serian aconsejables futuros estudios 
reduciendo el periodo de recogida de la muestra y realizando ensayos multiples por sujeto y 
dia. Por otra parte, debido a razones técnicas, no fue posible realizar en todas las muestras 
la determinaciôn de cortisol, antioxidantes totales y citoquinas, lo que puede haber afectado 
negativamente a la potencia estadistica del présente trabajo.
Ademâs, en este estudio, se intentô constituir un grupo de personas sin techo lo 
mâs representativo posible, para lo cual se establecieron rigurosos criterios de exclusiôn 
basados en el estado de salud mental y fisica, que podrian haber sesgado algunas 
determinaciones. N o obstante, la media de tiempo que habian pasado sin techo las 
personas pertenecientes a este gmpo fue relativamente corta, y algunos de eUos no eran
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estrictamente sin techo sino personas sin techo adecuado. Por tanto, los cambios 
inmunolôgicos observados son dignos de especial atenciôn, porque el colectivo estudiado 
en este trabajo podria disfrutar de mejor salud que la poblaciôn general de personas sin 
techo. También, habria que indicar que nuestros resultados necesitarian ser confirmados en 
un grupo sin techo de mayor tamano.
Las conclusiones que se desprenden del présente trabajo tienen significativas 
impUcaciones sobre la poHtica del cuidado de la salud social y apuntan direcciones para 
futuras investigaciones. El deterioro generalizado de la funciôn inmunitaria en las personas 
sin techo puede explicar la mayor susceptibilidad a infecciones que sufre esta poblaciôn y 
puede también empeorar la progresiôn de procesos patolôgicos en curso, taies como el 
cancer, contribuyendo asi a un aumento de la morbilidad y mortalidad de estas personas. 
Son necesarios futuros trabajos que estudien las posibles rutas que relacionan la condiciôn 
sin hogar con la respuesta inmunitaria, pero de los présentes resultados se extrae que el 
estrés oxidativo parece jugar un papel importante. De esta forma, estrategias que traten de 
mejorar la funciôn inmunolôgica y disminuir el estrés oxidativo que presentan los 
leucocitos serian de gran interés para mejorar la calidad de vida del colectivo sin hogar.
5.1.2.3. Efecto del aislamiento social durante la vejez en diversas funciones y el 
contenido en glutation de linfocitos esplénicos y tim icos, asi com o sobre los niveles 
de corticosterona plasmâtica, en ratones muy viejos C57BL/129Sv hembras.
Este trabajo présenta el primer modelo animal que aborda experimentalmente una 
situaciôn comün para muchas personas mayores, y especialmente mujeres, que por distintas 
razones sufren la soledad durante su vejez tardia, a pesar de haber gozado de una vida 
social activa en etapas anteriores. En estudios previos empleando este mismo modelo 
hemos observado que el aislamiento en la vejez produce un fuerte impacto a nivel 
conductual y cognitivo, afectando a la capacidad de respuesta a situaciones novedosas, 
potenciaknente ansiogénicas y que requieren funciones superiores de aprendizaje y 
memoria. De esta forma, los individuos expuestos a la soledad en su edad avanzada pueden 
tener una mayor vulnerabüidad a los trastornos mentales. También hemos observado que 
los individuos mejoran con la disminuciôn de la novedad o el grado de dificultad, 
beneficiândose de la prâctica (Arranz et al., 2009).
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Con los resultados presentados en esta tesis se comprueba cômo este deterioro 
conductual puede estar relacionado con un aumento en los niveles de corticosterona 
plasmâtica en reposo. Otros autores han observado concentraciones intensifîcadas de esta 
hormona en respuesta al aislamiento social en modelos animales en sujetos mâs jôvenes 
(Bowers et al., 2008). El présente trabajo demuestra que la falta de lazos sociales en la vejez 
intensifica los niveles glucocorticoides, que se encuentran alterados con la edad (Wolf y 
Kudielka, 2008).
Dada la estrecha comunicaciôn entre el sistema nervioso y el inmunolôgico, 
diversos factores ambientales como el estrés, ya sea por aislamiento u otras situaciones que 
implican adaptaciôn a cambios ambientales extremos, comprometen la funciôn 
inmunolôgica del individuo. Del mismo modo, la exposiciôn condnuada a estos factores 
podria derivar en estados de ansiedad crônica, desorden que tiene un fuerte impacto sobre 
funciones leucocitarias clave (Arranz et al., 2007).
Los présentes resultados muestran un deterioro muy marcado de la funciôn  
inmunitaria en los ratones viejos aislados hembras en comparaciôn con los animales de su 
misma edad mantenidos en grupo, que ademâs es ôrgano-espedfico. El ünico parâmetro 
cuyo declive es comün a ambos ôrganos estudiados, timo y bazo, es la proliferaciôn de los 
linfocitos en respuesta a concanavalina A, es decir, que algunas funciones esenciales de 
las células T  parecen ser especialmente sensibles al aislamiento en la vejez per se.
A esta idea se suma que la funciôn N K  aparece fuertemente suprimida en las 
células mononucleares aisladas del timo, pero no en las obtenidas del bazo. En este sentido, 
hay que considerar las diferentes poblaciones celulares que se extraen de ambos ôrganos. 
Asi, mientras que del timo se obtienen ûnicamente linfocitos T  en un estado bastante puro, 
del bazo se extraen ademâs linfocitos B, que son mayoritarios en el mismo, y monocitos, 
que también son células mononucleares que encuentran un reservorio importante en este 
ôrgano. La presencia mayoritaria de otras células podria enmascarar el deterioro de la 
funciôn N K  de los linfocitos T  debido al aislamiento. De hecho, los monocitos pueden 
realizar funciones citotôxicas, que podrian estar compensando en bazo el declive de estas 
funciones por parte de los linfocitos T citotôxicos. Asi, un estudio muy reciente indica que 
los animales aislados socialmente muestran mayor numéro de monocitos en bazo, con 
independencia de la edad (Kinsey et al., 2008). O tro hecho a tener en cuenta es que en el 
bazo de los viejos no aislados se detectan valores funcionales muy bajos de NK, menores 
aün que los de timo.
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Estas mismas células, los monocitos, podrian ser las responsables directas del 
aumento en los niveles de T N F -a inducidos por LPS en los cultivos de leucocitos 
mononucleares de bazo procedentes de ratones viejos aislados hembras con respecto a los 
que han mantenido una vida social normal, ya que estas diferencias no se observan en timo. 
Por esta misma razôn, séria poco probable que los linfocitos T esplénicos fuesen los 
responsables primarios del aumento comentado, y tampoco los linfocitos B, puesto que la 
proliferaciôn en respuesta a LPS en esos mismos cultivos, realizada de manera directa por 
estas células, no varia como consecuencia del aislamiento. N o obstante, los monocitos 
también podrian ejercer una acciôn indirecta especialmente sobre los linfocitos B 
mayoritarios en el bazo pero también sobre los T, puesto que, como describieron Han et al. 
(1995), las células B y T  esplénicas no responden produciendo TN F-a ante determinado 
estimulo a no ser que los monocitos se encuentren présentes, en cuyo caso el numéro de 
linfocitos B y T que libera TN F-a aumenta con la edad en dicho ôrgano. Asi, el aislamiento 
en la vejez conduciria a una exacerbaciôn de los niveles de TN F-a en sobrenadantes de 
cultivo de esplenocitos, aumentados con la edad (Kinsey et al., 2008).
Ademâs, tal aumento con el envejecimiento en esta localizaciôn refuerza la idea de 
que la presencia de agentes patôgenos, mimetizados en nuestro caso por el LPS, incluso en 
bajo nivel en lugares concretos taies como sangre u ôrganos internos esenciales, asépticos 
en circunstancias normales, conduciria a la activaciôn excesiva de la via del N F kB, y 
enfatiza las diferencias en este proceso segun los tipos celulares présentes. Segun nuestros 
resultados el panorama podria ser aün mâs complejo si al proceso de envejecimiento se le 
suma un estrés crônico como el aislamiento social. Una vez iniciada esta via en los 
individuos de avanzada edad, se produciria una respuesta inflamatoria descontrolada y 
excesiva que daria lugar al dano del ôrgano, que séria mayor en el bazo de las viejas aisladas.
También, los monocitos esplénicos aumentados en numéro (Kinsey et al., 2008) y 
su interacciôn fundamentalmente con las células mayoritarias del bazo, los linfocitos B, 
podrian jugar un papel importante en el aumento de la quimiotaxis leucocitaria, asi como 
en los menores niveles intracelulares de glutation en los leucocitos procedentes de este 
ôrgano de las viejas aisladas. El aumento en la quimiotaxis de los leucocitos esplénicos en 
animales aislados socialmente ha sido descrito recientemente por otros autores, y podria ser 
secundario a una inducciôn de insensibilizaciôn a los glucocorticoides en los esplenocitos 
(Kinsey et al., 2008). D e manera interesante, estudios previos de nuestro grupo han 
mostrado aumentos con la edad en la quimiotaxis de leucocitos procedentes de ôrganos
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inmunolôgicos, en contraste con la disminuciôn que se produce en esta funciôn en las 
células inmunitarias peritoneales o de sangre periférica (Medina et al., 1998).
En suma, nuestros datos apoyan a que los monocitos podrian contribuir a la 
creaciôn de un ambiente oxidativo/inflamatorio, y a la consecuente exacerbaciôn de 
procesos inflamatorios asociados al envejecimiento que se encuentren en curso, en los 
individuos de edad avanzada que ademâs sean aislados socialmente.
N o obstante, los resultados muestran que algunos parâmetros no varian como 
consecuencia del aislamiento social en la vejez, como por ejemplo la proliferaciôn basai y 
en respuesta a lipopoHsacârido de las células timicas y esplénicas, asi como los niveles de 
IL-2 en los sobrenadantes de cultivo estimulados con concanavalina A, que fueron 
similares en ambos grupos expérimentales. A pesar de la involuciôn timica con la edad (Aw 
et al., 2007; Gruver et al., 2007) o preciamente por eUo, no se muestran diferencias con el 
estrés del aislamiento social durante la vejez en funciones como la quimiotaxis de las células 
timicas, su contenido intracelular de glutation, ni los niveles de TN F-a inducidos por 
lipopoHsacârido en los sobrenadantes de cultivos de las mismas, las cuales si se modifican 
en el bazo. En la base de esta ausencia de diferencias probablemente se encuentra la ya 
comentada distinta composiciôn celular de ambos ôrganos inmunocompetentes y su 
diferente afectaciôn por la condiciôn experimental esmdiada.
De los resultados obtenidos en el présente trabajo se puede deducir que ambas 
condiciones; envejecimiento y aislamiento, unidas en las ultimas etapas de la vida, tienen un 
efecto dramâtico sobre la funciôn inmunitaria. Esto podria conducir a un decHve acelerado 
de la salud y por tanto a una muerte premamra de los individuos de avanzada edad que se 
encuentran solos, de donde se deduce la importancia de preservar lazos sociales de caHdad 
en la vejez. Sin embargo, a pesar del fuerte impacto que tiene el aislamiento en la vejez 
sobre funciones leucocitarias clave, no todo s los marcadores esmdiados se vieron afectados 
por el mismo y algunos se afectaron con dependencia de la locaHzaciôn considerada, de 
modo que estos individuos podrian verse muy beneficiados del hecho de volver a 
establecer relaciones sociales.
En conclusion, se demuestra por tanto la importancia del aislamiento y la soledad 
durante la vejez, exacerbando el deterioro inmunitario durante este periodo, y eUo a pesar 
de haber mantenido una vida social normal durante las etapas vitales anteriores.
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5.1.3. Envejecimiento patolôgico: M odelo murino para la enfermedad de Alzheimer.
Cambios inmunitarios, a nivel de diversas funciones y del contenido en glutation de 
linfocitos esplénicos y tim icos, asi com o en la concentraciôn de corticosterona 
plasmâtica, en ratones hembras y m achos viejos triple-transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer.
Los cambios en el sistema inmunitario con el envejecimiento asi como los 
observados en individuos que padecen la enfermedad de Alzheimer (AD) apuntan hacia la 
posible contribuciôn de una inmunosenescencia prematura en el desarroUo de dicha 
enfermedad. Estudios recientes han mostrado que varias funciones inmunitarias que 
cambian con la edad, taies como la actividad fagocftica y la respuesta proinflamatoria, se 
encuentran también deterioradas en individuos con la enfermedad de Alzheimer (Richartz 
et al., 2005). D e este modo, los sujetos con Alzheimer podrian mostrar cambios 
inmunolôgicos asociados al envejecimiento mâs marcados en comparaciôn con los 
individuos sanos de la misma edad. Por tanto, el objetivo de este apartado fue estudiar el 
efecto del envejecimiento y el sexo sobre la red inmunoendocrina, en base a los cambios en 
la funciôn del sistema inmunitario periférico y en los niveles de corticosterona 
respectivamente, en la cepa de ratôn estândar salvaje C57BL/129Sv asi como el impacto 
del Alzheimer sobre la misma. Para eUo, empleamos animales adultos (6 meses de edad) y 
viejos (15 meses de edad) hembras y machos salvajes (no transgénicos, NTg), que se 
compararon también con hembras y machos viejos triple transgénicos para la enfermedad 
de Æzheimer (de la misma cepa salvaje, pero con los transgenes PJ/Mi46v , y
3xTgAD).
Previamente, observâmes que el estudio de la esperanza de vida de los ratones 
salvajes NTg y de los 3xTgAD, monitorizada desde los 6 hasta los 15 meses de edad, 
evidenciô un aumento de la mortalidad en el grupo transgénico en comparaciôn con los 
ratones salvajes NTg de la misma edad. La baja tasa de mortalidad en los machos viejos 
N Tg (10%) se incrementô hasta el 40% en el grupo 3xTgAD (Giménez-Llort et al., 2008). 
También, se realizô un estudio conductual previo al trabajo descrito en la présente tesis, 
que mostrô un aumento de las conductas relacionadas con la ansiedad al avanzar la edad, el 
cual fue aûn mayor en los animales triple-transgénicos (Giménez-Llort et al., 2008).
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Los resultados descritos en la présente tesis confirman que las hembras 3xTgAD 
viejas muestran una exacerbaciôn del aumento en el indice quim iotâctico de los linfocitos 
esplénicos y timicos que se produce con la edad en estas localizaciones en algunas cepas de 
ratones (Medina et al., 1998), y que se muestra también en la cepa salvaje de la que se 
obtuvo el modelo 3xTgAD.
La tendencia a la disminuciôn de la linfoproliferaciôn basai con la edad es similar 
en las células procedentes tanto de los ratones 3xTgAD como de los NTg. Sin embargo, la 
proliferaciôn inducida por el mitôgeno LPS de las células esplénicas de los machos se 
encuentra disminuida en los viejos triple transgénicos en relaciôn a los viejos NTg. N o 
obstante, en el timo de los ratones viejos 3xTgAD y NTg, se observa una disminuciôn 
similar de la respuesta HnfoproHferativa a ConA y LPS en relaciôn a los animales adultos 
NTg. Algunos autores han sugerido que una menor proliferaciôn de los linfocitos 
periféricos en respuesta a estimulos se correlaciona con una mayor gravedad de la 
enfermedad (Shaüt et al., 1995), hecho que se muestra en nuestros resultados en los 
machos viejos 3xTgAD, en los linfocitos procedentes de bazo ante el estimulo LPS.
En células mononucleares de sangre periférica. Spéciale et al. (2007) no encontraron 
diferencias con respecto a los niveles de IL-2 tras 48h de cultivo de los mismos con 
diferentes estimulos, entre pacientes afectados de Alzheimer y contrôles de la misma edad. 
En el présente trabajo si se aprecian unos niveles de IL-2 disminuidos en los sobrenadantes 
de cultivo de linfocitos esplénicos estimulados con ConA procedentes de machos viejos 
3xTgAD, aunque en las hembras 3xTgAD aumentados, al compararlos con sus respectivos 
NTg de la misma edad y sexo.
En las células timicas de los animales 3xTgAD se détecta el declive en la funciôn  
NK, hecho que tiene lugar al avanzar la edad (Ferrândez et al., 1999), anticipândose al 
suceso en los viejos NTg. Con respecto a la funciôn citotôxica N K  en pacientes de 
Alzheimer, se han descrito ausencia de variaciones con respecto a la poblaciôn sana de la 
misma edad y sexo (Masera et al., 2002), y también una supresiôn de la misma en presencia 
de la enfermedad (Araga et al., 1991), hecho que reproducimos nosotros en timo, 
mostrando que este deterioro es mâs significativo en machos que en hembras al 
compararlos con los animales NTg de la misma edad y sexo.
El aumento asociado a la edad en los niveles de T N F-a inducidos por LPS que se 
produce en el timo de ambos sexos, es similar para los viejos NTg y 3xTgAD en 
comparaciôn con los adultos NTg, mientras que en bazo sôlo es detectable para los
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animales 3xTgAD. En este sentido, los pacientes de Alzheimer han mostrado parâmetros 
de inflamaciôn aumentados, taies como elevados niveles de TN F-a plasmâtico (Zuliani et 
al., 2007; Bonotis et al., 2008), que se correlacionan con porcentajes aumentados de células 
mononucleares sanguineas que expresan esta citoquina (Kassner et al., 2008). Es mâs, los 
niveles circulantes de TN F-a se relacionan directamente con la severidad de la enfermedad 
(PaganeUi et al., 2002), y se ha observado que son los mejores predictores independientes 
de mortalidad en poblaciones de edad avanzada con alta tasa de mortalidad debida a 
distintas patologfas asociadas al envejecimiento (Brüünsgaard y Pedersen, 2003). También, 
se han descrito niveles aumentados de TN F-a inducidos por LPS en ensayos de sangre 
total y en monocitos aislados de enfermos de Alzheimer en relaciôn a los sujetos sanos 
(Lombardi et al., 1999; Guerreiro et al., 2007), de manera similar a los resultados descritos 
en la présente tesis en bazo.
Por tanto, en general, existen cam bios asociados a la edad en las funciones 
inmunitarias estudiadas en ratones viejos NTg, algunos de los cuales son mâs marcados 
en los 3xTgAD, y especialmente en los machos. Dado que el sistema inmunitario es un 
buen marcador de salud y longevidad (Wayne et al., 1990), y las funciones estudiadas aqui 
han sido propuestas como marcadores de edad biolôgica y predictores de longevidad 
(Guayerbas et al., 2002a; Guayerbas y De la Fuente, 2003; De la Fuente et al., 2005; D e la 
Fuente, 2008a; 2008b), los resultados obtenidos podrian explicar la menor esperanza de 
vida los ratones 3xTgAD, especialmente en los machos, en los que la mortalidad asciende 
al 40%, lo que podria deberse, al menos en parte, a la inmunosenescencia prematura que 
manifiestan.
Los resultados descritos en la présente tesis son los primeros en la literatura 
cientifica en cuanto a los cambios con la edad en estas funciones inmunitarias en la cepa de 
ratôn C57BL/129Sv y en los animales 3xTgAD. Es difîcil establecer una estricta 
comparaciôn con los resultados pubHcados en otras cepas de ratôn, especialmente si 
consideramos que en una misma cepa, nosotros hemos observado una evoluciôn diferente 
de estas funciones inmunitarias en funciôn de la edad, el sexo y la localizaciôn considerada. 
Recordemos que el sistema inmunitario sufre un complejo remodelado a lo largo del 
envejecimiento, dando lugar en algunos casos a la apariciôn de procesos multifâsicos en un 
intento del organismo por recuperar la homeostasis. Se hacen necesarios por tanto futuros 
estudios que caractericen estas funciones en dicha cepa en varias edades anteriores y 
posteriores a las empleadas en este trabajo, y tanto en animales NTg como 3xTgAD, para
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conocer con exactitud el alcance de la inmunosenescencia prematura de los 3xTgAD y por 
tanto su edad biolôgica.
Las diferencias sexuales con respecto a la red neuroinmunoendocrina en la 
enfermedad de Alzheimer han sido escasamente estudiadas hasta el momento, y de hecho, 
a nuestro conocimiento, no existen datos en la literatura cientifica acerca de los cambios 
sexuales especificos en modelos animales de Alzheimer en las funciones inmunitarias 
periféricas estudiadas en el présente trabajo. Como ya se ha comentado, segun nuestros 
resultados, los cambios en los niveles de IL-2 inducidos por ConA en linfocitos 
procedentes de bazo son especialmente dependientes de este factor, lo que podria haber 
resultado en la ausencia de variaciones descrita por los autores antes comentados (Spéciale 
et al., 2007), si bien en timo, nosotros tampoco hemos detectado estas diferencias. En otras 
funciones, como la N K  y la proliferaciôn de linfocitos esplénicos inducida por el mitôgeno 
LPS, nuestros datos muestran una marcada afectaciôn de los machos con respecto a las 
hembras.
Ademâs, los hombres afectados de Alzheimer padecen de un mayor estrés 
oxidativo, en base a una menor concentraciôn de glutation reducido en eritrocitos en 
comparaciôn con las mujeres que sufren de esta enfermedad y también con respecto a los 
contrôles sanos de la misma edad; hecho que no sucede en las mujeres (Liu et al., 2005). En 
este contexto, a pesar de que en efecto hemos detectado menores niveles de glutation en 
las células esplénicas y timicas de los animales viejos NTg con respecto a los adultos, esta 
disminuciôn es similar en los viejos 3xTgAD de ambos sexos. N o obstante, en los 
leucocitos mononucleares esplénicos es posible obser\^ar menores niveles de glutation en 
los animales viejos machos, tanto NTg como 3xTgAD, con respecto a las hembras de sus 
respectivas condiciones. Esto concuerda con resultados previos en otras cepas de ratôn que 
han mostrado un mayor estrés oxidativo en los machos que en las hembras en este tejido 
(\fiveros et al., 2007).
El deterioro del sistema inmunitario periférico en el Alzheimer puede estar 
relacionado causaknente con la enfermedad, y también verse agravado de manera 
secundaria a la inflamaciôn cerebral y activaciôn del eje HHA, que podria resultar en la 
hipercortisolemia moderada que se observa en los pacientes con Alzheimer (Hartmann et 
al., 1997). Esta estimulaciôn del eje conduciria a la depresiôn de algunas funciones del 
sistema inmunitario periférico (Woiciechowsky et al., 1999). Por otra parte, la neofobia o 
miedo a los ambientes nuevo s, asi como otras expresiones de menor capacidad para
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afrontar el estrés, son comünmente descritos en ratones viejos APP y en otros modelos 
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer (Janus y Westaway, 2001; Giménez-Llort et 
al., 2007). Se sabe también que los estimulos estresantes conducen al aumento de actividad 
del eje HHA y la consiguiente cascada glucocorticoide résultante en el dano hipocampal 
propuesto por Sapolsky et al. (1986), junto con la disfunciôn inmunitaria descrita 
originariamente por Selye (1975) como una de las très caracteristicas del sindrome general 
de adaptaciôn empleado para définir el concepto de estrés. De hecho, la desregulaciôn de la 
respuesta al estrés del eje HHA es otra caracteristica de la AD a nivel neuroendocrino 
(Maeda et al., 1991; Hatzinger et al., 1995). También, se ha descrito una hiperactividad del 
eje HHA dependiente de sexo y edad en el modelo de ratôn TgCRN8 (Touma et al., 2004), 
y una mayor sensibüidad a factores fisiolôgicos estresantes asociada con alteraciones con la 
funciôn HHA en ratones transgénicos que expresan una forma mutante de APP humana 
(Pedersen et al., 1999).
En el modelo animal transgénico empleado en el présente trabajo también se ha 
observado la falta de habüidad para afrontar situaciones de estrés moderado, como puede 
ser la novedad, a distintas edades, lo que mimetiza algunos de los sintomas 
comportamentales y psicolôgicos de demencia descritos en pacientes humanos con AD 
(Giménez-Lort et al., 2006; 2007). A la edad de 15 meses, la misma empleada en el présente 
trabajo, en que los animales 3xTgAD han desarroUado plaças extracelulares de A^ y 
agregados neurofibrüares de tau, la neofobia, medida como conducta de inmovüidad en el 
campo abierto, es mayor en los viejos 3xTgAD, y especialmente en los machos, que en los 
viejos y en los adultos NTg. También, la latencia al inicio de conductas de acicalamiento en 
esa misma prueba se encuentra retrasada tanto en hembras como en machos viejos 
3xTgAD cuando se comparan con los animales NTg de su misma edad y sexo, lo que 
implica una pérdida de control del entorno (Giménez-Llort et al., 2008). Éstos son algunos 
ejemplos de que en efecto, las conductas que muestran los animales viejos 3xTgAD, y 
especialmente los machos, son simüares a los sintomas comportamentales y psicolôgicos de 
demencia descritos en pacientes humanos de AD, con habilidades impedidas para afrontar 
situaciones de estrés moderado como es un campo abierto nuevo e üuminado.
La hormona cortisol/corticosterona se encuentra inversamente relacionada con las 
conductas de riesgo (Mazur, 1995), siendo éstas rasgos mâs frecuentes en los machos que 
en las hembras (Rosenblitt et al., 2001). Esto concuerda con el hecho descrito en la 
literatura cientifica acerca de niveles considerablemente aumentados de esta hormona en las
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hembras que en los machos adultos (Atkinson y WaddeU, 1997; Stefanski y Grüner, 2006), 
y mostrados también en nuestros resultados, donde puede observarse que las hembras NTg 
adultas muestran 6 veces los niveles de corticosterona plasmâticos de los machos de la 
misma edad. Los niveles de hormona disminuyen con la edad ûnicamente en hembras, 
mientras que parecen encontrarse menos alterados en los machos, lo que estâ de acuerdo 
con estudios previos realizados en humano (Walston y Fried, 1999; Zietz et al., 2001). N o 
obstante, el dimorfismo sexual en la vejez se mantiene, aunque se atenûa, mostrando las 
hembras NTg viejas unos niveles 2 veces superiores a los de los machos.
Por otra parte, algunos autores han descrito niveles similares de cortisol plasmâtico 
en hombres y mujeres con Alzheimer, niveles que se encontraban aumentados con 
respecto a la poblaciôn sana de la misma edad (Rasmuson et al., 2002). No obstante, en 
estudios previos realizados en ratones 3xTgAD, Clinton et al. (2007) observaron un 
dimorfismo sexual en la cogniciôn y la respuesta a estrés dependiente de la edad. Ademâs, 
las hembras 3xTgAD jôvenes muestran una respuesta marcadamente intensificada de 
corticosterona después de 5 dias de entrenamiento en el laberinto acuâtico de Morris en 
comparaciôn con los machos 3xTgAD de la misma edad, diferencias que desaparecen en 
animales mâs viejos (Clinton et al., 2007). Los nuevos resultados descritos en la présente 
tesis pueden ayudar a aclarar este fenômeno. En los ratones NTg, las diferencias sexuales 
persisten a lo largo del envejecimiento, con niveles plasmâticos de corticosterona 
aumentados en las hembras tanto en la vejez como en edades mâs jôvenes. Sin embargo, 
estas diferencias sexuales no existen en los ratones viejos 3xTgAD, lo que concuerda con la 
observaciôn de Clinton et al. (2007). N o obstante, cuando estos ratones viejos 3xTgAD se 
comparan con animales NTg de la misma edad y sexo, los resultados revelan una ausencia 
de diferencias entre las hembras pero un aumento significativo de la corticosterona 
plasmâtica en los machos viejos 3xTgAD en relaciôn a los NTg, lo que sugiere que 
probablemente una activaciôn intensificada del eje HHA se encuentra en la base, o al 
menos relacionada, con las alteraciones inmunolôgicas descritas en la présente tesis asi 
como en las conductuales observadas con anterioridad (Giménez-Llort et al., 2008) en 
estos machos viejos 3xTgAD.
Ademâs, no podemos olvidar que el efecto de los glucocorticoides se encuentra 
aumentado o disminuido con el envejecimiento segûn los tipos celulares que se consideren 
(Landfield et al., 2007), que varian no sôlo con la edad sino que también pueden hacerlo en 
la patologia de Alzheimer (Spéciale et al., 2007). De este modo, una ausencia de variaciones
376
Discusiôn
en los niveles plasmâticos de corticosterona entre las hembras viejas NTg y 3xTgAD no 
descarta que esta hormona no contribuya al desarroUo de la patologia también en este sexo.
Los présentes resultados tienen especial relevancia si se tiene en cuenta que las 
alteraciones inmunitarias sistém icas, en cuanto a la desregulaciôn general de las 
respuestas inmunolôgicas a agentes estimulantes, que muestran los enfermos de Alzheimer 
podrian ser no sôlo el refiejo de un epifenômeno del cerebro, sino estar causaknente 
relacionadas con la patologia y contribuir a su desarroUo a nivel central exacerbando la 
alteraciôn gUal. Recordemos que las âreas cerebrales mâs afectadas con el envejecimiento y 
el Alzheimer, como la corteza entorrinal, son simUares en ambos procesos, pero el 
deterioro es mayor y mâs acelerado en enfermos de Alzheimer en relaciôn a los sujetos 
sanos de la misma edad (SmaU et al., 2000). Por otra parte, los resultados descritos aqui y 
otros previamente pubUcados por nosotros (Giménez-Llort et al., 2008) muestran que la 
inmunosenescencia sistémica y el deterioro de la red neuroinmunoendocrina que se da con 
la edad se encuentra acelerada y mâs pronunciada en los triple transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer. Se ha propuesto que la inflamaciôn crônica asociada al 
envejecimiento y los consecuentes niveles aumentados de citoquinas proinflamatorias a 
nivel periférico pueden intensificar la activaciôn por parte de la gUa a nivel central, 
resultando en la neuroinflamaciôn que se encuentra en la base del deterioro cognitivo con 
la edad y del Alzheimer (von Bernhardi, 2007). También, hay que considerar que los 
Unfocitos T  circulantes alterados en su funcionaUdad son capaces de penetrar en el 
parénquima cerebral y contribuir en la patogénesis de dicha enfermedad (Marx et al., 1998), 
pero también algunos autores han apuntado ya acerca del posible impacto de la 
acumulaciôn progresiva de knfocitos T  a lo largo del envejecimiento normal en âreas 
cerebrales sobre el progresivo declive cognitivo con la edad (Stichel y Luebbert, 2007). Por 
otra parte, la alteraciôn en la funcionalidad de las células inmunitarias podria verse agravada 
por la desregulaciôn que se produce en hormonas como los glucocorticoides procedentes 
del eje HHA, mostrada en el présente trabajo, de modo que podria producirse un drculo 
vicioso difîcil de interceptar.
En conclusion, aunque la prevalencia de la enfermedad es mayor en hembras, la 
mayor vulnerabüidad de la red neuroinmunoendocrina en machos podria resultar en una 
mayor susceptibilidad a los efectos deletéreos del envejecimiento y ser responsable de la 
mayor morbüidad y mortalidad observada en los machos 3xTgAD. Por tanto, las 
estrategias que mejoren el sistema neuroinmunoendocrino pueden tener efectos
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preventivos y /o  terapéutdcos prometedores sobre la enfermedad. Los resultados descritos 
aqm también sugieren la importancia de las diferencias en fundôn del sexo, que deberian 
ser consideradas tanto en investigaciôn bâsica como en la cHnica para el estudio de nuevas 
estrategias con objeto de frenar la enfermedad de Alzheimer.
5.2. POSIBLES ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA CALIDAD D E  VIDA E N  
EL ENVETECIM IENTO.
5.2.1. La suplem entaciôn con antioxidantes: Efecto de la N -acetilcistem a sobre la 
funcionalidad y el estado redox de los leucocitos de sangre periférica en mujeres 
postm enopâusicas.
Los resultados descritos en este subobjetivo de la présente tesis demuestran que la 
suplementaciôn con el antioxidante N-acetilcistema (NAC) (600 mg/dia) a mujeres 
postmenopâusicas de 50-69 anos (que constituye uno de los grupos expérimentales) y 
mayores de 69 (el otro grupo experimental), incluso por un periodo reladvamente corto, 
como pueden ser 2 meses, es capaz de mejorar significativamente importantes funciones de 
los linfocitos y neutrôfilos asi como los niveles de citoquinas, que sufren alteraciones 
asociadas al envejecimiento, aproximando sus valores a los mostrados por mujeres adultas 
sanas, y ejerciendo por tanto un efecto modulador y no meramente estimulador sobre el 
sistema inmunolôgico. Estos efectos fueron mas significativos en el grupo de mujeres 
mayores de 69 anos, esto es, con un estado mâs avanzado de su proceso de envejecimiento 
y en las que los niveles de funcionalidad inmunolôgica de partida eran peores que los 
obsevados en el grupo de 50-69 anos. Estos resultados confirman datos previos obtenidos 
con este antioxidante por nuestro grupo de investigaciôn en ratones biolôgicamente viejos 
(Puerto et al., 2002; Guayerbas et al., 2005a). Es mâs, la NAC es eficaz aumentando el 
contenido intracelular de GSH, disminuido en los leucocitos de las mujeres 
postmenopâusicas, sin cambios en los niveles plasmâticos, mientras que disminuye las 
concentraciones de MDA en plasma, que se encuentran aumentadas con la edad. En 
general, los efectos beneficiosos de la NAC en mujeres postmenopâusicas se observan ya 
tras 2 meses de administraciôn, siendo mâs évidentes con 4 meses, y se prolongan, al 
menos en parte, 3 meses después de haber finaüzado dicha administraciôn.
En primer lugar, se discutirân brevemente los cambios inmunitarios observados en 
las mujeres postm enopâusicas en relaciôn a las jôvenes de 30-49 anos.
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Ya se ha comentado con anterioridad que la desregulaciôn y el declive que se 
producen en la inmunidad de los individuos que se encuentran inmersos en el proceso de 
envejecimiento, quedan evidenciados por el mayor riesgo y gravedad de las infecciones asi 
como por la mayor susceptibüidad al cancer que aparecen al avanzar la edad (Miller, 1996; 
Castle, 2000).
En lo referente a los cambios asociados con el envejecimiento en las funciones 
linfocitarias en humano, muchos estudios confirman que la respuesta proliferativa ante 
antigenos o mitôgenos, como el PHA, disminuye a medida que se avanza en el proceso de 
envejecimiento, lo que es coïncidente con el declive en los niveles de IL-2 (Ginaldi et al., 
1999a; 2000; De la Fuente y Victor, 2000; De la Fuente, 2008b; De la Fuente et al., 2008). 
Ambos hechos se encuentran en corcondancia con los présentés resultados. Lo que es mâs, 
las mujeres postmenopâusicas estudiadas en este trabajo también presentan un deterioro de 
la migraciôn hacia el foco infeccioso por parte de los leucocitos mononucleates, lo que 
confirma trabajos previos de nuestro grupo de investigaciôn (De la Fuente et al., 2005;
2008).
Ademâs, en los uldmos anos se estâ acumulando una gran cantidad de evidencia en 
relaciôn a la disminuciôn de la actividad N K  a lo largo del proceso de envejecimiento en 
humanos (De la Fuente, 2008b; De la Fuente et al., 2005; 2008).
Por otra parte, a pesar de que en el pasado se pensô que los fagocitos jugaban un 
papel poco importante en la disfunciôn inmunolôgica que se produce en la vejez, estudios 
mâs recientes apuntan al declive general en las actividades fiincionales de estas células, 
incluyendo entre eUas la fagocitosis y la quimiotaxis, como una de las razones 
fundam entals que explican la susceptibiüdad y la vulnerabüidad a las infecciones 
bacterianas y virales en individuos de edad avanzada, y estas sobresalen como las causas 
mâs comunes de enfermedad y muette en la vejez (Ginaldi et al., 1999a; De la Fuente et al., 
2004a; 2005; 2008).
Sin embargo, la adherencia de los leucocitos no cambiô en las mujeres 
postmenopâusicas con respecto a las jôvenes, mientras que trabajos previos de nuestro 
grupo de investigaciôn mostraron un aumento de la misma en hombres y mujeres de edad 
avanzada (De la Fuente et al., 2008). Esta discrepancia podria deberse al hecho de que el 
grupo de contrôles adultos empleado por De la Fuente et al. (2008) era mâs joven que el 
usado en el présente trabajo. La adherencia de los leucocitos es uno de los primeros 
eventos que se sucenden en las respuestas inmunitaria e inflamatoria, precediendo a la
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migraciôn hacia el foco de infecciôn, y es especialmente sensible al estrés oxidative, 
viéndose estimulado por los radicales libres (De la Fuente y Victor, 2000). Por esta razôn, 
los cambios asociados a la edad en esta funciôn podrfan producirse en etapas tempranas del 
proceso de envejecimiento, lo que habria conducido a la ausencia de diferencias encontrada 
en el présenté trabajo.
N o obstante, los resultados de este estudio si que muestran que otro s paramètres 
inmunitarios, también intimamente relacionados con el estrés oxidativo e inflamatorio que 
afecta a las células, se encuentran aumentados en las mujeres mayores, esto es, los niveles 
basales y estimulados de aniôn superôxido en neutrôfilos, cuyo exceso podria résultat 
per judicial para las propias células inmunitarias y para las células y tejidos vecinos, y los de 
T N F -a  en cultivos de sangre total en respuesta a LPS, lo que estâ de acuerdo con varies 
estudios previos (De la Fuente, 2008b).
Por ultimo, en lo referente a la IL-8, se han descrito niveles aumentados de esta 
quimioquina en ensayos basales de sangre total procedente de individuos ancianos, sin 
apreciarse diferencias al compararlos con la de adultos bajo condiciones de estimulaciôn 
por LPS (Gabriel et al., 2002), lo que estâ de acuerdo con los resultados descritos en el 
présenté trabajo. N o obstante, la IL-8 es una dtoquina temprana y por ello, al igual que lo 
mencionado anteriormente en el caso de la adherencia leucocitaria, los cambios en sus 
niveles con la edad podrian producirse de manera temprana en la vida. Para confirmât estas 
hipôtesis, se hacen necesarios futuros estudios que consideren contrôles adultos mâs 
jôvenes.
Como ya se ha venido comentando, dado que el G SH  es el principal agente 
neutralizador de especies reactivas de oxfgeno y ciertas funciones inmunitarias son 
especialmente sensibles a éstas, incluso una depleciôn moderada del contenido intracelular 
del GSH tiene importantes consecuencias para una variedad de funciones leucocitarias, 
siendo especialmente sensibles las dependientes de IL-2, taies como la proliferaciôn de los 
linfocitos T y la actividad N K  (Drôge et al., 1994).
Los présentes resultados dejan en evidencia que los niveles de glutation, tanto 
plasmâticos como los présentés en linfocitos y neutrôfilos, disminuyen en mujeres mayores 
de 50 anos en relaciôn a los présentés en las mujeres de menor edad (30-49 anos). Hay una 
serie de trabajos en humano en los que se han detectado cambios en los niveles de glutation 
con la edad. Prâcticamente todos eUos se han basado en medidas en sangre total, 
eritrocitos, suero o plasma y, aunque se han encontrado resultados contradictorios, una
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mayoria détecta menores niveles de glutation en los sujetos ancianos en relaciôn a los 
jôvenes (Yang et al., 1995). En otro s estudios reaüzados en plasma se ha observado que el 
declive dramâtico y râpido del sistema antioxidante del glutation es alrededor de la década 
de los 50 (Jones et al., 2002). También se ha descrito una disminuciôn con la edad en las 
concentraciones de glutation présentes en linfocitos, encontrândose éstas, en los individuos 
de 60-80 anos, por debajo de la mitad de las detectadas en estas células de sujetos de 20-40 
anos (van Lieshout y Peters, 1998). Los resultados obtenidos en el présente trabajo 
muestran cômo la disminuciôn en los niveles de glutation, tanto plasmâdco como 
intraleucocitario, se observa ya en las mujeres postmenopâusicas de 50-69 anos, 
manteniéndose en mujeres mayores de 69. Estos datos revelan, por tanto, un declive 
dramâtico de los niveles de glutation coïncidente con la pérdida de la actividad estrogénica, 
lo que parece corroborât el hecho descrito por otros autores de que la uniôn de los 
estrôgenos con sus receptores da lugar al aumento en la expresiôn de genes asociados con 
una mayor esperanza de vida, entre los que se encuentran aquéUos que codifican para 
ciertas enzimas antioxidantes como las implicadas en la cinética del glutation (Vina et al., 
2005).
El hecho de que los linfocitos de las mujeres que superan los 69 anos muestren 
uno s niveles mayores de glutation que las de 50-69 podria ser resultado del tipo de 
colectivos utilizados en el estudio. Asi, mientras el grupo de mujeres de 50-69 anos fue 
tomado casi exclusivamente de las trabajadoras del Hospital CKnico San Carlos, pudiendo 
éstas suffit uno s niveles de estrés, horas de sueno o hâbitos alimenticios y de vida, 
incluyendo el tabaquismo, diferentes al resto de la poblaciôn general de esa edad, las 
mujeres de mâs de 69 fueron obtenidas de las usuarias del Servicio de Geriatria del mismo 
Hospital, concretamente del Programa “Envejecer con éxito”. Esta especial condiciôn 
junto con los criterios rigurosos de selecciôn empleado s, y que obügaron a rechazar a 
muchas de las potenciales participantes, ha conducido a que este grupo de mujeres ancianas 
probablemente sea un colectivo que goce de un estado de salud superior al de la poblaciôn 
general de mujeres de su misma edad. Dada esta limitaciôn de nuestro estudio, séria muy 
interesante Uevarlo a cabo en un futuro en una poblaciôn mâs variada y menos seleccionada 
de individuos. Asi, con el fin de obtener una muestra lo mâs cercana posible a la poblaciôn 
general, se deberia sactifîcar ciertos criterios de exclusiôn a la hora de obtener el colectivo a 
estudiar.
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También, esos mayores niveles de glutation en los linfocitos de las mujeres que 
superan los 69 anos, hecho que no sucede en neutrôfilos, parecen estar mostrando una 
homeostasis mâs preservada en el primer tipo de células que en el segundo. Los linfocitos 
podrian ser capaces de producir mâs cantidad de glutation o conservât mejor este 
antioxidante ante el mayor estrés oxidativo que se sabe aparece al avanzar la edad (De la 
Fuente et al., 2005), y que queda demostrado en los présentes resultados a través del 
aumento en los niveles de aniôn superôxido en neutrôfilos y de M D A  en plasma, éste 
ultimo habiendo sido descrito con anterioridad como predictor de mortalidad en individuos 
humanos ancianos (Huerta et al., 2006). Es un hecho, que ya ha sido comprobado en otros 
modelos expérimentales, que los linfocitos de determinadas localizaciones aumentan sus 
niveles de glutation reducido ante una situaciôn de estrés oxidativo como es una 
endotoxemia (Victor et al, 2002). También, datos previos de nuestro laboratorio han 
comprobado que los linfocitos mantienen mejor los niveles intracelulares de glutation que 
los fagocitos ante dicho estrés oxidativo (Victor et al., 2003a).
El présente estudio también demuestra que la administraciôn de N A C  tiene como 
resultado el aumento del glutation intracelular présente en los leucocitos circulantes sin 
afectarse en absoluto los niveles plasmâticos. Incluso administraciones por un periodo 
relativamente corto de tiempo, como pucde scr 2 meses, ticncn este efecto beneficioso en 
el sentido de aumentar los niveles de glutation leucocitario. Los linfocitos de las mujeres 
mayores de 69 anos son una excepciôn, al no manifestar en ese periodo ningun efecto, pero 
hay que considérât que esas células a esa edad son las que presentaban mayores niveles 
basales. Cuando el tiempo de administraciôn de NAC es de 4 meses, el efecto es claramente 
manifiesto en los dos tipos de leucocitos y a las dos edades analizadas. Ademâs, tal efecto 
es duradero, puesto que se sigue manteniendo 3 meses después de haberse Hnalizado el 
tratamiento.
Algunos autores han afirmado que los cambios en el estado redox que se producen 
con la edad son réversibles (Jones et al., 2002). De esta forma, podrian Uevarse a cabo 
intervenciones nutricionales o terapéuticas para intentât restaurât dicho estado redox. 
Dado que, como anteriormente se ha indicado, el glutation no pénétra fâcilmente al interior 
celular (Puri y Meister, 1983; Lenton et al., 2000), su administraciôn directa ùnicamente 
intervendria de forma importante en el mantenimiento del estado redox del plasma. Por 
tanto, deben emplearse estrategias alternativas, como la provisiôn de aminoâcidos 
precursores (Anderson y Luo, 1998) y /o  de agentes inductores de las enzimas de la sintesis
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del mismo (Dhakshinamoorthy et al., 2000). Sin embargo, el aminoâcido cistema se oxida 
fâcilmente, siendo bastante inestable y presentando algunas de sus formas dificultad de 
absorciôn y transporte al interior celular (Drôge, 2005). La mayor parte de células y tejidos 
sôlo presentan alta actividad de transporte para la forma reducida de la cistema, por lo que 
una suplementaciôn efîcaz de la misma es a través de la administraciôn del derivado estable 
NAC (Drôge, 2005).
La NAC, no sôlo es un precursor efectivo de la sintesis intracelular de glutation (De 
Flora et al., 1991), también puede estimular la actividad de enzimas citosôHcas implicadas 
en el ciclo del glutation, como la glutation reductasa, que aumenta la tasa de regeneraciôn 
del glutation (Banaclocha, 2001), e incluso actuar de forma directa como antioxidante 
mediante la reducciôn de especies reactivas de oxigeno a través de su grupo tiol (Gressier et 
al., 1994).
De nuestros resultados se puede deducir que el efecto beneficioso de la NAC sobre 
la funciôn inmunitaria, que se comentarâ con detalle mâs adelante, se puede realizar de 
forma importante a través del aumento de las réservas de glutation. Por otra parte, a pesar 
de que éstas aumentan de forma muy significativa con la administraciôn de NAC en 
mujeres de 50-69 y en las de mâs de 69 anos, no Uegan al nivel de las mâs jôvenes, lo que 
puede estar mostrando una menor actividad y /o  expresiôn de las enzimas implicadas en la 
sintesis de glutation a partir de la NAC al envejecer (Liu et al., 2004). Dado que los efectos 
parecen acumulativos, ya que aumentan con el tiempo, séria interesante conocer el efecto 
de la administraciôn de NAC durante un periodo mâs largo. N o creemos que un aumento 
de la dosis fuera una mejor alternativa, puesto que se sabe que los antioxidantes tienen sus 
mejores efectos en un rango de concentraciôn, que una vez superado puede ser inefectivo 
(Puerto et al., 2002).
La administraciôn de N A C  ha demostrado ser una estrategia eficaz para potenciar 
las defensas inmunitarias cuando existe evidencia diagnôsdca de defîciencia en glutation 
o en cisteina. Asi, Breitkreutz et al. (2000) mostraron, en dos estudios randomizados y 
controlados con placebo, que la administraciôn de NAC a pacientes infectados con VIH, 
los cuales se sabe presentan niveles anormalmente bajos de cisteina y glutation (Drôge et 
al., 1988), conduce a una mejora significativa de ciertas funciones inmunolôgicas, 
incluyendo la proliferaciôn de linfocitos T inducida por antigeno, y la actividad N K  
Uegândose a alcanzar niveles prôximos a la normaUdad. Otros autores (Herzenberg et al., 
1997) han descrito una mejora significativa de la tasa de supervivencia a dos anos en estos
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pacientes después de ser tratados con NAC, aunque la aceptaciôn general de este estudio se 
ve comprometida por la ausencia de randomizaciôn rigurosa.
En este sentido, es importante considerar que algunos autores han descrito el 
proceso de envejecimiento como un sindrome de defîciencia en glutation o en cistema 
(Drôge, 2005). De acuerdo con esto, Breithaupt et al. (1996) encontraron que la 
administraciôn de NAC a monos rhesus viejos es capaz de restaurar la respuesta  
m itogénica disminuida y la sintesis de IL-2 por parte de los linfocitos T  CD4+ y CD8+, 
procesos que requieren de niveles adecuados de glutation (Drôge et al., 1994). Los 
présentes resultados demuestran que la suplementaciôn con NAC a mujeres de mayores 
mejora efîcazmente el declive asociado a la edad en la linfoproliferaciôn esfîmulada por 
PHA, en los niveles de IL-2 asi como en la actividad NK, funciones todas eUas que, como 
ya se ha comentado se deterioran de manera clara en el envejecimiento (Ginaldi et al., 
1999a; 2000; De la Fuente y Victor, 2000; De la Fuente et al., 2005; De la Fuente, 2008b; 
De la Fuente et al., 2008).
Es mâs, el présenté trabajo muestra que el tratamiento con NAC disminuye los 
niveles aumentados de T N F -a  que se producen con la edad en respuesta a LPS en los 
ensayos empleando sangre total. Esto concuerda con algunos estudios anteriores al nuestro, 
que muestran cômo la suplementaciôn con cisteina previene totalmente del aumento en la 
concentraciôn de TN F-a plasmâtico en individuos ancianos frâgiles sometidos a ejercicio 
fisico (Hauer et al., 2003). Se sabe que el TNF-a se encuentra inducido por el factor de 
transcripciôn NFxB y por consiguiente se expresa bajo condiciones oxidativas (Drôge, 
2002a). En este sentido, se ha visto que el NFkB se inhibe por antioxidantes como la NAC, 
que de esta forma previenen del exceso de niveles de TN F-a y en consecuencia de una 
excesiva inflamaciôn que podria Uegar a ser mortal en modelos de choque endotôxico 
(Victor y De la Fuente, 2003; Victor et al., 2003a).
También de acuerdo con esta idea, el présente estudio muestra que la 
suplementaciôn con NAC disminuye los niveles de radical superôxido, los cuales aparecen 
aumentados en los neutrôfilos de las mujeres postmenopâusicas, y lo hace tanto en 
condiciones basales como estimuladas. Otros autores también han encontrado un menor 
estaUido respiratorio de los neutrôfilos, en respuesta a diferentes agentes, en voluntarios 
sanos tras una administraciôn de NAC durante 14 dias y a la misma dosis (600 mg/dia) que 
la empleada en el présente trabajo (Urban et al., 1997; Sadowska et al., 2006). Aunque, 
como ya se ha comentado con anterioridad, existe evidencia de correlaciôn positiva entre
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unos niveles bajos de aniôn superôxido y una mayor actividad bactericida por parte de las 
células inmunitarias (Boxer, 1995), se hacen necesarios futuros trabajos que estudien la 
capacidad bactericida de los neutrôfilos tanto a lo largo del envejecimiento como después 
de la administraciôn de NAC.
Por otra parte, la disminuciôn en el estado de oxidaciôn de las mujeres de edad 
avanzada después del tratamiento con NAC se ve conflrmada en el présente trabajo a 
I través de la disminuciôn de los niveles de M D A  plasmâtico. En este aspecto, a pesar de que
' el nivel de MDA en plasma determinado tras la derivatizaciôn con TBA seguida de
separaciôn mediante HPLC, de manera similar al procedimiento empleado en el présenté 
* trabajo, ha sido previamente descrito como un buen marcador de estrés oxidativo (Nielsen
et al., 1997), las elevadas temperaturas que se requieren para la derivatizaciôn parecen 
catahzar la formaciôn de artefactos que conducen a sobrevalorar la concentraciôn de MDA 
(FenaiUe et al., 2001). No obstante, por otra parte, el présente trabajo puede estar 
infravalorando la cadena peroxidativa al medir ùnicamente el eslabôn ultimo de la misma. 
Por tanto, séria aconsejable confirmât el présente resultado en futuros estudios empleando 
métodos alternativos que usen condiciones de derivatizaciôn mâs suaves.
Ademâs, la producciôn de moléculas de adhesion y quimioatrayentes de 
neutrôfilos, como la IL-8, podria ser regulada a la baja gracias a la NAC a través de la 
menor activaciôn del NFxB y generaciôn de radicales libres por parte de los fagocitos 
(CoUins, 1993). Los présentés resultados muestran que la disminuciôn adecuada de la 
adherencia de los leucocitos coincide ademâs con un subsecuente aumento de la funciôn  
quim iotâctica por parte de las células inmunitarias, a pesar de la disminuciôn en los 
niveles de IL-8 inducidos por LPS, en las mujeres postmenopâusicas tratadas con NAC. 
Esto se traduce en que los neutrôfilos serian capaces de migrât al foco de infecciôn de 
manera mâs efectiva en presencia de menor senal. Estos haUazgos concuerdan con 
resultados previos de nuestro grupo de investigaciôn que muestran que la suplementaciôn 
con la dosis adecuada de NAC a ratones prematuramente envejecidos conduce a una 
reducciôn de la adherencia y una potenciaciôn de la quimiotaxis tanto de los linfocitos 
como de los fagocitos peritoneales (Puerto et al., 2002).
En el mismo estudio, Puerto et al. (2002) describieron una mejora de la actividad 
fagocitica de los macrôfagos peritoneales procedentes de animales prematuramente 
envejecidos, hecho que concuerda con los resultados del présente trabajo en neutrôfilos 
periféricos. Por otra parte, estudios previos in vivo con voluntarios humanos sanos (NAC
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600 mg/dia) también demostraron efectos beneficiosos sobre la fagocitosis de neutrôfilos 
(Urban et al., 1997).
En conclusion, se podria deducir de los resultados del présente estudio que la 
disminuciôn en los niveles de glutation de las células inmunitarias con la edad es una causa, 
posiblemente de las mâs relevantes, del deterioro funcional que experimentan dichas células 
y que conduce al individuo a padecer con mayor frecuencia infecciones severas asi como 
otras afecciones en las que el sistema inmunitario se encuentra implicado, como el câncer, 
dando lugar a un aumento en la morbilidad y la mortandad a medida que avanza el proceso 
de envejecimiento.
Asimismo, la administraciôn de NAC se muestra como una estrategia eficaz, 
incluso en tratamientos cortos y a edades avanzadas, para aumentar los niveles de glutation 
en el interior de los leucocitos, hecho que se evidencia como una de las causas principales 
de la marcada mejora que se observa en la funciôn inmunitaria tras dicha administraciôn. 
De esta forma, la NAC podria contribuir de forma importante a mejorar la salud, y por 
tanto, la calidad de vida de los individuos en la vejez, potenciando la funciôn de sus 
defensas inmunolôgicas.
N o obstante, no es posible, por el momento, generaUzar los resultados obtenidos 
en el présente estudio. Hay que tener en cuenta que nuestro cnsayo se ccntrô 
exclusivamente en mujeres, con objeto de evitar la posible variabüidad en funciôn del 
género. Aunque varios estudios no han mostrado diferencias entre hombres y mujeres con 
respecto a los cambios que se producen en los niveles de glutation con la edad (van 
Lieshout y Peters, 1998), se hacen necesarios futuros estudios que incidan en las posibles 
diferencias por género, tanto a nivel de las consecuencia del proceso de envejecimiento 
como de la respuesta a la administraciôn de compuestos antioxidantes como el que nos 
ocupa. Por otra parte, dada la dificultad que se tuvo para encontrar voluntarias que 
quisieran participar en el estudio y que cumplieran con rigor los criterios de inclusiôn 
planteados, fiindamentalmente en el grupo de mujeres de mâs de 69 anos, el numéro final 
de participantes fiie bastante limitado. Futuras investigaciones aumentando el tamafio 
muestral serân sin duda de gran interés.
Por ultimo, es importante destacar, como otra conclusiôn que se extrae de estos 
resultados, el hecho de que la determinaciôn del glutation plasmâtico no es un marcador 
adecuado para conocer el nivel de este antioxidante en el organismo. Asi, el GSH 
plasmâtico puede no relacionarse con el que estâ présente en otras localizaciones, como
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son los leucocitos circulantes, sin duda una muestra con significado biolôgico mucho mâs 
relevante que el plasma. Dada la generaUzada utdlizaciôn de plasma en las analiticas que se 
Uevan a cabo para determinar nuestro estado de salud, habria que ser mâs criticos con las 
conclusiones que se hacen, en relaciôn a ciertos parâmetros, tomando como base 
ùnicamente los resultados obtenidos en muestras plasmâticas.
5.2.2. Intervenciôn psicolôgica: Ambiente enriquecido.
5.2.2.I. Efecto del ambiente enriquecido en el deterioro inmunitario, conductual y 
cerebral asociado a la edad, en ratones hembras IC R /C D l adultos y viejos. 
Incidencia sobre la longevidad.
El enriquecimiento ambiental supone una aproximaciôn experimental en modelos 
animales al mantenimiento de una vida social, intelectual y fisica activa en humanos. Son 
muchos los estudios que han demostrado los beneficios del enriquecimiento ambiental a lo 
largo del envejecimiento sobre el deterioro neurolôgico, cogniùvo y conductual que se 
produce con la edad (Mattson et al., 2001; Fernândez-Teruel et al., 2002; Segovia et al., 
2006; 2009; Mora et al., 2007). También, algunos autores han sugerido que la mejora en 
estos parâmetros puede estar mediada, al menos en parte, por una disminuciôn en los 
niveles de estrés oxidativo cerebrales (Fernândez et al., 2004). Dada la comunicaciôn entre 
los sistemas ner\ûoso e inmunolôgico, y el deterioro de la misma con el envejecimiento, nos 
planteamos si la mejoria que produce el enriquecimiento ambiental a nivel del sistema 
nervdoso, podria tener también un impacto positivo sobre la comunicaciôn entre ambos 
sistemas, y por tanto, mejorar la funcionalidad del sistema inmunitario. El présente estudio 
es el primero en describir los efectos de un ambiente enriquecido iniciado a distintas 
edades, esto es, en la etapa adulta, y cuando los ratones son viejos o muy viejos, sobre la 
funcionalidad y el estado oxidativo de los leucocitos.
El enriquecimiento ambiental utüizado consistiô en un iglù permanente y varios 
objetos de diversas texturas y colores que se intercambiaban cada 2 dias. Nuestros 
resultados confirman los de otros autores respecto a los positivos efectos que tiene el 
enriquecimiento ambiental (5-8 semanas) a nivel conductual (Kempermann et al., 1997; 
Nüsson et al., 1999; Roy et al., 2001; Fernândez-Teruel et al., 2002; Meshi et al., 2006). La 
exposiciôn a este ambiente (8-16 semanas) estimulô la funcionalidad y disminuyô el estrés
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oxidativo de las células del sistema inmunitario. También, el estudio de neuroimagen pone 
de manifiesto una tendencia clara hacia menor atrofia cerebral y mayores valores de T2 en 
los animales enriquecidos (16-18 semanas) que en los contrôles, fiindamentalmente en la 
zona mâs afectada en los ratones viejos, como es el hipocampo, y en aquéUa que aparece 
mâs afectada en longevos, la corteza somatosensorial. Estos resultados concuerdan con los 
descritos por otros autores acerca de la mejoria que produce el enriquecimiento ambiental a 
nivel del deterioro cognitivo asociado a la edad (Mattson et al., 2001; Segovia et al., 2006; 
2009; Mora et al., 2007).
Son los animales de edades mâs avanzadas los que se ven mâs beneficiados ante 
este enriquecimiento ambiental, lo que en principio podria parecer sorprendente, ya que el 
deterioro asociado a la edad es mayor precisamente en estos sujetos. Sin embargo, este 
resultado estâ de acuerdo con otros previos obtenidos en estudios realizados por nuestro 
grupo de investigaciôn, en los cuales se utüizô otra estrategia para mejorar la respuesta 
conductual y la funcionalidad inmunitaria que se encontraban deterioradas por el 
envejecimiento. Asf, la suplementaciôn con antioxidantes ejerciô un mayor efecto en 
aqueUos individuos que presentaban un mayor deterioro en los parâmetros analizados, por 
estar mâs envejecidos (Correa et al., 1999; Puerto et al., 2002; Guayerbas et al., 2004; 2005; 
Alvarez et al., 2006; Alvarado et al., 2006a).
Con respecto al sistem a inmunitario, funciones de los fagocitos como la 
quimiotaxis hacia el foco de infecciôn y la fagocitosis de particulas extranas, que 
disminuyen con la edad (Niwa et al., 1989; Guayerbas et al., 2002b; Guayerbas y De la 
Fuente, 2003), son potenciadas en los animales enriquecidos, alcanzando los individuos de 
edad avanzada valores similares a los de los adultos control. Es interesante observât, en el 
caso de la movüidad hacia el foco infeccioso, que este aumento gracias al ambiente 
enriquecido se produce incluso en las edades mâs jôvenes, lo que apoya a este parâmetro 
como buen marcador para detectar tempranamente los efectos de las estrategias utiHzadas 
para contrarrestar la inmunosenescencia.
Por otra parte, a pesar de que no existen cambios marcados en el porcentaje de 
estimulaciôn de ROS intracelulares, los animales enriquecidos muestran globalmente 
mayores niveles que los contrôles no enriquecidos. Es obvio que la producciôn de ROS es 
un mecanismo esencial para la destrucciôn de microorganismos patôgenos, pero existen 
evidencias de correlaciôn positiva entre niveles bajos de los mismos y mayor actividad 
bactericida (Boxer, 1995), e incluso se ha descrito que niveles aumentados de radicales
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libres no presentan un efecto paralelo sobre la funciôn bactericida (Wolach et al., 2000). 
Asi, se hacen necesarios futuros estudios que relacionen este discreto aumento en el 
estimulo de los niveles de ROS con un posible cambio en la actividad bactericida de los 
leucocitos en los animales enriquecidos. No obstante, es poco probable que pudieran 
resultar deletéreos para los propios leucocitos o para las células que se encuentren prôximas 
a eUos, puesto que el aumento es poco relevante, pero ademâs las células disponen de 
mayor contenido en defensas antioxidantes para hacerles frente, lo que haria râpida su 
neutralizaciôn e improbable su escape.
En suma, periodos relativamente cortos de enriquecimiento ambiental podrian 
disminuir la susceptibüidad y vulnerabüidad a infecciones bacterianas y viricas en la vejez, 
siendo éstas las causas mâs comunes de enfermedad y muerte en los individuos de edad 
avanzada (Ginaldi et al., 1999a; Lord et al., 2001; Fulop et al., 2004; De la Fuente et al., 
2004a; 2005; 2008).
En relaciôn a la funcionalidad linfocitaria, la disminuciôn con la edad en la 
respuesta proliferativa de los Linfocitos ante antigenos o mitôgenos, taies como la ConA, 
que es estimulo para las células T, coïncidente con el declive del factor de crecimiento 
autocrino de células T, la IL-2 (Guayerbas et al., 2002a; Pawelec et al., 2002; De la Fuente, 
2008b), es revertida gracias a la exposiciôn a un ambiente enriquecido, alcanzando valores 
prôximos o simüares a los de los adultos control, lo que podria estar relacionado con la 
potenciaciôn de los niveles de dicha dtoquina que se ha observado en los sobrenadantes de 
esos mismos cultivos. Recordemos que una funciôn linfoproliferativa inducida por ConA 
bien conservada es uno de los biomarcadores inmunitarios que constituyen el fenotipo 
inmunolôgico de bajo riesgo de morbüidad humano y que se asocia a un buen estado de 
salud (De la Rosa et al., 2006).
N o obstante, el porcentaje de linfocitos T CD4 disminuyô globalmente en los 
animales que habian sido expuestos al ambiente enriquecido. Otros autores han descrito 
disminuciôn del porcentaje de células T  CD4 y /o  de T  CD8, en esplenocitos de ratones 
machos jôvenes que han vivido en ambientes enriquecidos con respecto a los no 
enriquecidos (Marashi et al., 2003; 2004). El significado fisiolôgico de este resultado merece 
futuras investigaciones, pero dado que los animales gozaban de buena salud y que la 
respuesta de las células inmunitarias fue en general mâs adecuada en los enriquecidos que 
en los no enriquecidos, el menor porcentaje de linfocitos T CD4 no parece suponer un 
perjuicio para estos animales, sino que podria ser un mecanismo mâs para alcanzar una
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buena homeostasis. Ademâs, segun nuestros resultados con respecto a la longevidad, el 
mejor mantenimiento del cociente CD 4/CD 8 no séria fundamental para alcanzar el 
envejecimiento saludable, sino que en este sentido tendria mâs peso la mejor preservaciôn 
de la respuesta T h l/T h2 .
También, la menor m ig raciôn  de los linfocitos hacia el foco de infecciôn en los 
animales de edad avanzada (Simons y Reynolds, 1990; Fulop et al., 2004; De la Fuente, 
2008b), es revertida gracias al enriquecimiento ambiental, Uegando a igualar los valores 
obtenidos en los adultos control.
En suma, el enriquecimiento ambiental potencia la inmunidad celular, que se 
encuentra marcadamente disminuida en la vejez.
Por otra parte, la menor actividad N K  que acompana al proceso de envejecimiento 
(De la Fuente et al., 2005; 2008; D e la Fuente, 2008b) es revertida gracias al ambiente 
enriquecido, de modo que la funciôn citotôxica en los leucocitos peritoneales de animales 
de edad avanzada enriquecidos se iguala a la présente en animales jôvenes. Dado que la 
actividad N K  se considéra como uno de los marcadores mâs sensibles en el anâlisis del 
sistema neuro-inmuno-endocrino (Fiserovâ et al., 2002; Mocchegiani y Malavolta, 2004), la 
mejora de esta funciôn podria ser reflejo de la recuperaciôn de la comunicaciôn neuro- 
inmuno-endocrina gracias al enriquecimiento ambiental, y por tanto, de la homeostasis y 
finaknente, la salud. De hecho, una mejora de la actividad NK, junto con unos menores 
niveles de ansiedad, ha sido previamente descrita en ratones machos expuestos a un 
periodo de 6 semanas de enriquecimiento ambiental (Benaroya-Müshtein et al., 2004).
De esta forma, el ambiente enriquecido podria disminuir la mayor incidencia de 
infecciones y câncer en el envejecimiento (Casde, 2000), puesto que estas enfermedades se 
encuentran relacionadas directamente con la funcionalidad de los leucocitos, y mâs 
concretamente con la actividad citotôxica natural en el caso de procesos viricos y 
tumorales.
Con respecto a la expresiôn de TLRs en los leucocitos peritoneales, cabe destacar 
que el aumento en la expresiôn de TLR-2 y TLR-4 en las células T  CD4 y T  CDS de los 
muy viejos con respecto a los adultos control, es totalmente revertido en los muy viejos 
enriquecidos, de modo que estos animales presentan valores idénticos a los de los adultos 
control. Dado el papel clave de los linfocitos T  en procesos inflamatorios crônicos tanto 
dentro como fuera del sistema nervioso central (Arumugam et al., 2005; Cohen Tervaert, 
2009), el enriquecimiento ambiental podria contribuir a un menor desarroUo de
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enfermedades asociadas al envejecimiento y, por tanto, a una disminuciôn de la morbüidad 
en la vejez.
Por otra parte, a pesar de que la expresiôn de TLRs no varia con la edad en las 
células dendridcas C D llc , si que puede observarse una discreta disminuciôn de la misma 
en los animales muy viejos enriquecidos con respecto a los contrôles de su misma edad no 
enriquecidos, si bien los niveles se mandenen simüares a los mostrados por los adultos 
control. Por tanto, es poco probable que esta discreta disminuciôn tenga una influencia 
significadva sobre la funcionalidad de estas células.
También, los niveles de T N F -a  inducidos por LPS bacteriano en los 
sobrenadantes de culdvo de los leucocitos peritoneales, son mejorados gracias a la 
exposiciôn de los animales al ambiente enriquecido, de manera que se potenciaria la 
respuesta inflamatoria ante la infecciôn.
Ademâs, la proliferaciôn de los linfocitos ante ese mismo estimulo, el LPS, 
aumenta en los adultos maduros y muy viejos enriquecidos en relaciôn a sus respectivos 
contrôles de edad, pero disminuye en los viejos expuestos al ambiente enriquecido con 
respecto a los viejos control. Un patrôn simüar encontramos en la expresiôn de TLR-2 en  
los linfocitos B. La relaciôn entre ambos sucesos asf como el resultado fisiolôgico de 
ambos es dificü de explicar y merece futuras investigaciones, pero parece claro que un 
mismo ambiente enriquecido va a tener efectos especfficos dependiendo de la edad en que 
se aplica.
En suma, todo apunta a que los individuos mâs beneficiados por la exposiciôn a 
periodos cortos de ambientes enriquecidos, son los de mayor edad. Los adultos también se 
ven beneficiados, especialmente si el enriquecimiento se prolonga durante toda la vida, lo 
que tiene un fuerte impacto aumentando la supervivencia de los individuos. N o obstante, 
cuando los animales no han vivido en un ambiente enriquecido y éste se inicia en edades 
intermedias, si bien también se ven globalmente beneficiados, nuestros resultados apuntan 
a que podrian tardar mâs en adaptarse al reto que supone el enriquecimiento.
Esta mejora de la respuesta inmunitaria en los individuos que han sido expuestos a 
un ambiente enriquecido podria estar mediada a través de la disminuciôn en el estrés 
oxidativo crônico que afecta a los leucocitos con el tiempo. En lo que respecta a las 
defensas antioxidantes, este trabajo muestra que los niveles de GSH y las actividades 
glutation peroxidasa y catalasa, que disminuyen en los leucocitos de los ratones viejos en 
relaciôn a los mâs jôvenes (Alvarado et al., 2006a; Hernanz et al., 2000; Drôge, 2005;
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Alonso-Fernândez et al., 2008), se ven potenciados muy significativamente pracias al 
enriquecimiento ambiental, Uegando a igualar o incluso sobrepasar, en el cæo de la 
actividad de la enzima catalasa, los valores encontrados en los mâs jôvenes. Esto ultimo es 
interesante si recordamos el papel clave de la actividad de la enzima antioxidante atalasa en 
la longevidad (Alonso-Fernândez et al., 2008).
La recuperaciôn de las réservas intracelulares de glutation y potenciaciôn de su ciclo 
gracias al enriquecimiento ambiental podria encontrarse en la base de la mejera de las 
funciones que dependen de IL-2, taies como la proUferaciôn de los Unfocitcs T y la 
actividad N K, que son especialmente sensibles a la disminuciôn del glutation (Drâge et al., 
1994). Ademâs, algunos autores han indicado que un enriquecimiento ambie.ital de 8 
semanas es capaz de aumentar el contenido cerebral de glutation en ratas viejos, lo que 
podria encontrarse en la base de su mejora conductual y cognitiva (Fernândez et il., 2004), 
y concuerda con lo que sucede en los leucocitos, segun nuestros resultados.
Por otra parte, este aumento en las defensas antioxidantes de los leucoci:os de los 
sujetos de edad avanzada sometidos al ambiente enriquecido en comparaciôn con los 
contrôles de su misma edad es coincidente con la disminuciôn en marcadores de 
oxidaciôn, en lo que al contenido en glutation oxidado y a la actividad basai de xantina 
oxidasa se refiere, que recordemos aumentaban con la edad (Alvarado et al., 2006a; 
Aranda et al., 2007). De nuevo, los marcadores de oxidaciôn en los leucocitos de los viejos 
enriquecidos alcanzan valores similares a los encontrados en las células de los adultos 
control. Llama la atenciôn la marcada disminuciôn de los niveles intracelulares de glutation 
oxidado en los adultos maduros enriquecidos en comparaciôn con los animales control de 
su misma edad, lo que sugiere que los animales pueden beneflciarse en algunos aspectos de 
la exposiciôn al enriquecimiento ambiental incluso en etapas tempranas del envejecimiento.
En conjunto, los sujetos enriquecidos muestran menor estrés oxidativo :n  sus 
leucocitos que los no enriquecidos, de modo que la exposiciôn relativamente corta a un 
enriquecimiento ambiental conduce a un aumento en las defensas antioxidantes y a una 
disminuciôn en los compuestos oxidantes de estas células, aproximando los valcres de 
ambos en viejos a los présentes en animales jôvenes control. Esta disminuciôn en c. estrés 
oxidativo leucocitario en los animales enriquecidos podria estar relacionada con la mejor 
respuesta funcional de estas células.
Por otra parte, el estudio de im agen por resonancia m agnética cerebral pone de 
manifiesto una tendencia clara hacia menor atrofia en los animales enriquecidos que en los
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contrôles, fiindamentalmente en la zona mâs afectada en los ratones viejos, como es el 
hipocampo, y en aquéUa que aparece mâs afectada en longevos, la corteza somatosensorial. 
La disminuciôn de T2 en la corteza entorrinal del hipocampo de las muy vie j as control con 
respecto a edades mâs jôvenes, es revertida por el ambiente enriquecido. Estos resultados 
concuerdan con los descritos por otros autores acerca de la mejora que produce el 
ambiente enriquecido en el deterioro cognitivo asociado a la edad (Mattson et al., 2001; 
Segovia et al., 2006; 2009; Mora et al., 2007), puesto que podrian relacionarse con una 
mejoria de las habüidades de aprendizaje y memoria, y disminuciôn de la probabüidad de 
padecer demencias, como la de tipo Alzheimer.
Con respecto al declive conductual a lo largo de la edad, los animales muy viejos 
mostraron una actividad motora disminuida en comparaciôn con los animales control 
mâs jôvenes, lo que se vio reflejado en esa actividad en el tablero de agujeros, en el campo 
abierto y en el laberinto elevado en cruz, asi como en un menor tiempo de latencia a la 
primera flotaciôn en el test de Porsolt. Es probable que una disfunciôn cerebelar se 
encuentre en la base de esta marcada reducciôn en la actividad vertical (Forster et al., 1996). 
Tampoco podemos olvidar el deterioro neuromuscular y la sarcopenia que se producen con 
el envejecimiento (Edstrôm et al., 2007). En concreto, el tablero de agujeros proporciona 
medidas independientes de actividad motora general (deambulaciôn externa y postura 
erguida) y de exploraciôn dirigida (frecuencia exploratoria) (File, 1992), que se encuentran 
frecuentemente disociadas al apHcar diversos tipos de tratamientos. Nuestros resultados 
apoyan esta idea e indican que los efectos de la edad asi como de la condiciôn ambiental se 
hacen sôlo évidentes en aquéUos parâmetros relacionados con la actividad motora general.
Los animales viejos parecen beneflciarse mâs del enriquecimiento en relaciôn a la 
actividad motora, puesto que los efectos mâs significativos se observan a ese nivel en el 
tablero de agujeros y en el laberinto elevado en cruz, mientras que los muy viejos lo harian 
en mayor medida cuando se consideran las respuestas em ocionales en este ultimo y en el 
test de Porsolt.
De acuerdo con la interpretaciôn clâsica del laberinto elevado en cruz, una 
disminuciôn en el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos es indicativa de mayor 
ansiedad. Desde este punto de vista, nuestros resultados contrastarian con estudios 
previos que han descrito una disminuciôn de la ansiedad gracias al ambiente enriquecido 
(Fox et al., 2006), pero estarian de acuerdo con otros autores que también han observado 
un aumento de la conducta relacionada con la ansiedad en los ratones enriquecidos en esta
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prueba en concreto (Zhu et al., 2006). N o obstante, existe otra posible interpretaciôn de 
estos resultados, de manera que el menor porcentaje de tiempo y entradas en los brazos 
abiertos de los animales enriquecidos podria reflejar una menor bùsqueda de novedad  
resultado de la abundante estimulaciôn sensorial en sus condiciones de estabulaciôn. Esta 
perspectiva del laberinto elevado en cruz merece futuros estudios (ThorseU et al., 2006).
En el test de Porsolt, que supone una situaciôn de la que no se puede escapar, la 
conducta de climbing fue menor en los animales enriquecidos, lo que podria considerarse 
como una conducta adaptativa, ya que résulta en un menor gasto energético. El hecho de 
que la reducciôn en las respuestas de escape aparece ya en el primer dia del test podria ser 
indicativo de una mayor capacidad de aprendizaje para enfrentarse a la situaciôn 
estresante.
En conclusiôn, la exposiciôn a un ambiente enriquecido durante periodos 
relativamente cortos, de 5-8 semanas y de 8-16 semanas, produce una marcada mejora de 
los parâmetros de conducta y de funciôn inmunitaria, respectâvamente, los cuales se 
deterioran con la edad. Esta mejoria es mâs marcada en los individuos viejos, en los que el 
declive asociado a la edad es mayor. Esto es, la exposiciôn a un ambiente rico en 
actividades intelectuales y /o  fîsicas en la vejez, incluso por periodos cortos, podria resultar 
muy beneficiosa aumentando la calidad de vida de los individuos de edad avanzada. N o 
obstante, en nuestro estudio, la ünica estrategia que permitiô el aumento de la longevidad 
de la poblaciôn, fue la exposiciôn al enriquecimiento ambiental iniciada en etapas 
tempranas y prolongada hasta el final de la vida. Asi, se confirma la importancia de 
mantener una vida activa tanto mental como fîsicamente hasta los ultimo s momentos, y se 
demuestra ademâs que esta debe ser establecida durante etapas tempranas para no sôlo 
envejecer de manera mâs saludable sino también aumentar la esperanza de vida.
5.2.2.2. Efecto del ambiente enriquecido en los cambios asociados a la enfermedad  
de Alzheimer en la funcionaUdad y el contenido en glutation de linfocitos 
esplénicos y tim icos, y en la concentraciôn de corticosterona plasmâtica, en ratones 
m achos y hembras viejos triple-transgénicos para esta enfermedad.
Como ya se ha comentado anteriormente, los cambios en el sistema 
neuroinmunoendocrino asociados a la edad y a la enfermedad de Alzheimer parecen 
mostrar ciertas similitudes, que apuntan a una senescencia prematura en los individuos que
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padecen esa enfermedad, especialmente en los machos. Por otra parte, las estrategias que 
promocionan la actividad intelectual, fisica y social, como es el enriquecimiento ambiental, 
han demostrado sus efectos beneficiosos a lo largo del envejecimiento cronolôgico; efectos 
mediados a través de la mejora neuroinmunoendocrina, como ya hemos visto. También, 
estudios recientes han comprobado el beneficio de un ambiente enriquecido en la 
reducciôn del desarroUo de la patologia cerebral y en la mejora de la cogniciôn asf como de 
las respuestas conductuales, como por ejemplo aquéllas relacionadas con la ansiedad, en 
diferentes modelos murinos transgénicos para la enfermedad de Alzheimer (Mattson et al., 
2001; Arendash et al., 2004; Lazarov et al., 2005; Ambrée et al., 2006; Gôrtz et al., 2008; 
Laviola et al., 2008). Sin embargo, éste es el primer estudio cientffico que considéra los 
efectos del enriquecimiento sobre el sistema inmunoendocrino, a nivel de funciôn 
inmunitaria periférica y niveles plasmâticos de corticosterona, en uno de estos modelos, 
diferenciando ademâs en funciôn del sexo.
Para ello, empleamos ratones hembras y machos, NTg y triple transgénicos para la 
enfermedad de Alzheimer, contrôles no enriquecidos y con enriquecimiento ambiental. El 
ambiente enriquecido comenzô en la etapa adulta, a los 6 meses de edad, y se mantuvo 
durante 5 meses y medio. El protocolo de estimulaciôn ambiental fue mâs largo en este 
caso que el empleado a lo largo del envejecimiento cronolôgico, debido a que se ha 
demostrado que existe un periodo minimo necesario para inducir efecto (Amaral et al., 
2008), que consideramos podia diferir ligeramente entre el envejecimiento cronolôgico y el 
modelo de Alzheimer. Por otra parte, por razones técnicas, los animales no pudieron ser 
sacrificados hasta la edad de 15 meses, es decir, 3 meses y medio tras la finalizaciôn del 
protocolo de enriquecimiento ambiental. En este sentido, se ha observado que el 
mantenimiento de los efectos, asf como la consistencia y magnitud de los mismos, es mayor 
en los animales que han sido expuestos a periodos mâs prolongados de enriquecimiento 
(Amaral et al., 2008). El ambiente enriquecido consistiô también en un iglù, que se 
mantuvo de manera permanente, mientras que otros objetos, de diversos colores y texturas, 
se intercambiaron cada 2 dfas, pero dada la gravedad de la patologfa que nos ocupa, se 
incluyô una rueda de modo permanente.
Los resultados muestran que los efectos del enriquecimiento ambiental en la 
funciôn inmunitaria de los animales NTg y 3xTgAD viejos son complejos, apareciendo en 
muchos parâmetros un marcado dimorfîsmo sexual. El grupo de machos viejos 
3xTgAD enriquecidos es el que se ve claramente mâs benefîciado por la exposiciôn al
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ambiente enriquecido y /o  en el que los posibles efectos beneficiosos del mismo se han 
mantenido con mayor consistencia. Recordemos que estos machos viejos 3xTgAD son 
también los que sufffan los cambios neuroinmunoendocrino s mâs marcados.
La quimiotaxis de las células mononucleares esplénicas y tfmicas, que aumentaba 
con la edad en machos y hembras, y mâs aùn en presencia de la AD en las hembras, 
disminuye en los animales 3xTgAD enriquecidos, especialmente en los machos, en los que 
se alcanzan valores incluso por debajo de los animales NTg de la misma edad y sexo.
La actividad N K  aumenta de manera global gracias al ambiente enriquecido, 
siendo los linfocitos timicos de los machos viejos 3xTgAD, cuya funciôn citotôxica en los 
no enriquecidos se encontraba muy por debajo de los NTg contrôles, las células en las que 
encontramos el efecto mâs relevante, de modo que la funciôn N K  se iguala a la de estos 
ultimo s.
El enriquecimiento aumenta de manera global la respuesta proliferativa de los 
linfocitos timicos ante ConA y LPS, y disminuye los niveles de T N F -a  inducidos por LPS 
en los cultivos de las células de ambos ôrganos. Ademâs, la tendencia al aumento de la 
linfoproliferaciôn inducida por ConA en los machos enriquecidos es coincidente con esa 
misma tendencia en los niveles de IL-2 présente en los sobrenadantes de dichos cultivos.
La mejora inmunitaria que se produce en los machos viejos 3xTgAD enriquecidos 
se corresponde con una disminuciôn de los niveles plasmâticos de corticosterona en estos 
animales hasta alcanzar valores similares a los de los machos viejos NTg. Por tanto, los 
efectos beneficiosos del ambiente enriquecido sobre el sistema inmunolôgico de estos 
individuos podrian estar mediados a través de un control mâs adecuado del eje HHA. La 
colaboraciôn en curso con la Dra. Lydia Giménez-Llort nos dirâ prôximamente si esto se 
traduce en una mejora de las conductas relacionadas con la ansiedad asi como de la 
cogniciôn, y fundamentalmente, si el enriquecimiento ambiental es capaz de aumentar la 
baja esperanza de vida de estos individuos.
N o obstante, nuestros resultados con respecto al efecto del enriquecimiento sobre 
la red inmunoendocrina en las hembras vie j as N T g, en las que ciertas funciones parecen 
encontrarse mâs deterioradas con respecto a las hembras de su misma edad y condiciôn no 
enriquecidas (véase el aumento de la quimiotaxis de linfocitos esplénicos y timicos, la 
disminuciôn de la proliferaciôn en respuesta a LPS en células esplénicas y del contenido en 
glutation de estas mismas células, y la tendencia al aumento de los niveles plasmâticos de 
corticosterona, especialmente en las hembras viejas NTg al comparar las enriquecidas con
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respecto a las no enriquecidas), son controvertidos, especialmente si consideramos el claro 
efecto beneficioso del enriquecimiento ambiental a lo largo del envejecimiento cronolôgico 
sobre la conducta y sobre el sistema inmunitario peritoneal de las hembras de la cepa 
IC R /C D l.
Una posible explicaciôn séria que las hembras son mâs vulnérables a la retirada del 
enriquecimiento que los machos. De hecho, podria suceder que la retirada del ambiente 
enriquecido, lejos de mantener sus efectos beneficiosos en el tiempo, supusiera un estrés 
crônico, dificü de superar por las hembras sanas. Esto las predispondria a padecer las 
alteraciones propias de la AD, y concuerda con la mayor prevalencia de la enfermedad en 
las mujeres que en los hombres ancianos. Si esto es asi, nuestros resultados apuntan a que, 
no sôlo es fundamental el mantenimiento de los lazos sociales hasta el final de la vida, 
como vimos en el estudio acerca del aislamiento en la vejez de las hembras, sino que se 
hace necesario preservar la actividad intelectual y fisica hasta las ultimas etapas para 
asegurar un envejecimiento saludable. Se intentarâ confirmar estas hipôtesis en futuras 
investigaciones ahadiendo un punto de estudio coincidente con el fin del protocolo de 
enriquecimiento.
En conclusiôn, la mayor vulnerabüidad de la red neuroinmunoendocrina en 
machos 3xTgAD, que podria resultar en una mayor susceptibüidad a los efectos deletéreos 
del envejecimiento y ser responsable de la mayor morbüidad y mortalidad obsen^ada en 
estos individuos, podria prevenirse, al menos parcialmente, con el mantenimiento de una 
vida activa desde la etapa adulta hasta la vejez, incluso si ésta no se mantiene hasta el 
faUecimiento del individuo, lo que podria conducir a un curso menos agresivo de la 
enfermedad y una mejora de la calidad de vida de los sujetos. Por otra parte, la mayor 
susceptibüidad de las hembras a la retirada del ambiente enriquecido en la vejez podria dar 
lugar a un aumento de la morbilidad y mortalidad en las hembras viejas sometidas a esas 
circunstancias, y estar relacionada con la mayor prevalencia de transtornos mentales, como 
la enfermedad de Alzheimer en las mujeres que en los hombres ancianos.
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A continuacion se indican las conclusiones que pueden extraerse de la présente
tesis.
En relaciôn al primer objetivo, “Caracteric^ ar ratones viejos y  longevos a nivel inmunitario y  
neurolôgico”, puede concluirse que:
1. E l estado del sistem a inmunitario puede contribuir a retardar o acelerar el 
proceso de envejecim iento, dado que toda una serie de respuestas funcionales asi 
com o de marcadores de estrés oxidativo e inflamatorio, se encuentran preservados 
en linfocitos y macrôfagos peritoneales de ratones longevos, mostrando los de 
animales viejos un marcado deterioro funcional y un alto grado de estrés oxidativo e 
inflamatorio. La activaciôn controlada en los leucocitos del factor de transcripciôn 
N FxB , en condiciôn de reposo, se manifîesta crucial en el mantenimiento de ese 
adecuado estado redox y antiinflamatorio que se asocia a respuestas funcionales 
preservadas y al alcance de una mayor longevidad, y al cual contribuyen una 
actividad catalasa y unos niveles de IL-10 fortalecidos.
2. E l àrea cerebral primeramente afectada en los ratones viejos es la corteza 
entorrinal, mientras que el deterioro cerebral en longevos com ienza en la corteza 
somatosensorial.
3. En los sistem as nervioso e inmunitario, los ratones longevos se muestran 
altamente resistentes al dano molecular de lipidos y proteinas causado por la 
oxidaciôn, mientras que los viejos presentan una susceptibüidad lipidica a la 
oxidaciôn asi com o una variedad de marcadores de dano oxidativo a proteinas 
aumentados con respecto a adultos y longevos. Estos niveles de dafio a proteinas y 
los cam bios en las actividades quimiotripsina y caspasa del proteasoma 20S 
parecen no encontrarse directamente relacionados, en lo que a envejecimiento y 
longevidad se refiere.
Con respecto al segundo gran objetivo de la présente tesis, “Caracteris^ ar el efecto de las 
alteraciones neuroendocrinas, en base a la presencia de estrés psicolôgico crônico, sobre parâmetros 
inmunitarios marcadores de salud y  longevidad”, las conclusiones que pueden extraerse son las 
siguientes:
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4. Las mujeres con ansiedad y las personas sin hogar presentan un importante 
deterioro de la capacidad antioxidante y de la respuesta inmunitaria, al m enos en lo 
referente a diversas funciones de los fagocitos, los linfocitos y la actividad NK, asi 
com o a los niveles de citoquinas. Ambas condiciones se confirman com o m odelos 
de envejecimiento prematuro en humanos.
5. La soledad durante la vejez intensifîca el deterioro inm unoendocrino asociado a 
la edad, en lo referente a diversas funciones y al contenido en glutation de los 
leucocitos, asi com o a los niveles plasm âticos de corticosterona; y eUo a pesar de 
haber m antenido una vida social normal durante las etapas vitales anteriores.
En lo referente al tercer objetivo, “Caracteris^ ar los cambios inmunitarios, a nivel de 
diversas funciones y  del contenido en glutation de linfocitos esplénicos y  timicos, asi como la concentraciôn de 
corticosterona plasmâtica, en ratones hembras y  machos viejos triple-transgénicos para la enfermedad de 
Æ^heimer”, se puede concluir que:
6. El deterioro de algunos marcadores funcionales de inm unosenescencia sistém ica  
es mâs pronunciado en los animales viejos triple transgénicos para la enfermedad 
de Alzheimer que en los correspondientes contrôles no transgénicos, siendo los 
m achos, que ademâs presentan una mayor mortalidad, los m âs afectados y los que 
muestan unos niveles aumentados de corticosterona.
Con respecto al objetivo consistente en la “Caracteri^ aciôn del efecto de la administraciôn 
de N-acetilcisteina sobre diversas funciones de las células inmunitarias de sangre periférica, asi como sobre el 
contenido en glutation de esos leucocitos, y  los niveles de malondialdehido, en mujeres postmenopâusicas”, 
puede indicarse la siguiente conclusion:
7. La administraciôn de NAC (600 m g /d ia ) a mujeres postm enopâusicas se 
muestra com o una estrategia eficaz, incluso en tratamientos cortos (2-4 m eses) y a 
edades avanzadas (mayores de 70 anos), para mejorar de manera prolongada el 
estado funcional de las defensas inm unolôgicas, disminuir el dafio oxidativo a 
Upidos, y aumentar los niveles de glutation intraleucocitario. La determinaciôn del 
glutation plasmâtico no es un marcador adecuado para conocer el nivel de este
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antioxidante en el organismo, puesto que puede no relacionarse con el que esta 
presente en los leucocitos circulantes.
Por ultimo, en relacion al objetivo de ‘‘Caracteri^ ar el efecto de un amhiente enriqueddo 
sobre diversos aspectos de los sistemas inmunitario, nervioso y  endocrino a lo largo del envejedmiento 
cronolôgicoypatolôgico en ratones”, pueden extraerse las conclusiones que siguen:
8. La exposicion de ratones de distintas edades a un amhiente enriquecido produce 
una importante mejora de una gran variedad de parametros funcionales y de estrés 
oxidativo en leucocitos peritoneales; en el comportamiento de los individuos 
observado en divers as pruebas conductuales, asi com o en los cambios morfologicos 
cerebrales. Esta mejoria es m as marcada en los individuos de edades mas 
avanzadas. Ademas, el establecim iento temprano de una vida en un entom o  
enriquecido y su m antenim iento hasta los ultimos m om entos, aumenta la 
esperanza de vida m edia de los individuos.
9. El deterioro inm unoendocrino, en base a diversos parametros de funcion  
inm unologica y a los niveles de corticosterona, es menor en los animales viejos 
triple transgénicos para la enfermedad de Alzheimer que ban vivido en un amhiente 
enriquecido, y especialm ente en los m achos, y esto incluso un tiempo despues de 
haberles sido retirado dicho am hiente enriquecido. N o  obstante, los animales no 
transgénicos, y en especial las hembras, se muestran susceptibles a la retirada del 
enriquecimiento ambiental, presentando un deterioro mayor al mostrado por las 
hembras control en algunos marcadores del sistem a inmunitario y en los niveles de 
corticosterona.
Como conclusion general, se puede decir que los animales que alcanzan una 
gran longevidad son los que m antienen una funcionalidad en sus células 
inmunitarias y un estado redox similares a los de la edad adulta. Ademâs, unos 
niveles preservados de activaciôn del N F xB , que posibihtan un adecuado amhiente 
basal antioxidante y antiinflammatorio, permiten una funcion inmunitaria mas 
adecuada y son clave para alcanzar la longevidad con buen estado de salud. 
Sencillas estrategias com o mantener una vida social, intelectual y fîsica activa.
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contrôlât los niveles de estrés, o el aporte de precursores de antioxidantes 
endôgenos tienen un fuerte impacto sobre funciones inm unolôgicas relevantes, y 
pueden ayudar a envejecer saludablemente y /o  contribuir a aumentar la caUdad de 
vida en la vejez y, consecuentem ente, la longevidad.
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Conclusions
The conclusions drawn from the present doctoral thesis are listed below.
As regards the first objective, "Immune and neurologic characteric^ ation of old and long-lived 
mice", it is concluded that:
1. A great variety o f peritoneal lymphocyte and macrophage functional responses as 
well as oxidative and inflammatory stress markers are preserved in long-lived m ice, 
whereas leucocytes from old subjects show markedly deteriorated functions and 
high oxidation-inflammation levels. Thus, the immune system status may 
contribute to slow down or accelerate the ageing process. Controlled activation of 
the transcription factor N FxB  in resting leucocytes seem s to be crucial for 
maintenance o f this adequate redox and anti-inflammatory status that is related to 
preserved im m une functions and to longevity achievement, and to which  
strengthened catalase activity and IL-10 levels contribute.
2. Entorhinal cortex is the brain region primary affected in old m ice, whereas 
cerebral deterioration in the long-lived initiates in somatosensory cortex.
3. Long-lived animals are highly resistant to oxidation derived molecular damage to 
lipids and proteins in the nervous and im m une system s, whereas old subjects show  
increased hpid susceptibility to oxidation and higher levels o f a variety of protein 
oxidative damage markers when compared to the adults and long-lived. These  
protein dam age levels and changes in chymotrypsin and caspase-Hke activities of 
the 20S proteasom e do not seem  to be directly related, in terms of ageing and 
longevity.
In relation to the second great aim o f the present thesis, "Characterisation of the effect 
of neuroendocrine alterations, based on chronic psychological stress, on immune markers of health and 
longevity", it can be concluded that:
4. Anxious w om en and hom eless people show  an important decline in the 
antioxidant capacity as well as in the im m une response, at least regarding several
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phagocyte and lymphocyte functions, N K  activity, and cytokine levels. Both  
conditions are confirmed as premature ageing m odels in humans.
5. Social isolation during old age intensifies the age-related immune-endocrine |  
decline, as regards several functions and glutathione content o f leucocytes, as well
as plasma corticosterone levels; and this in spite o f a normal previous social Ufe.
With regard to the third aim, "Characterisation of immune changes, in terms of several 
functions and glutathione content of splenic and thymic lymphocytes, and plasma corticosterone concentration, 
in oldfemale and male triple-transgenic mice for Alspeimer's disease", it is concluded that:
6. Old triple-transgenic m ice for Alzheimer's disease show more pronounced  
deterioration in som e functional markers o f system ic im m une-senescence than the 
corresponding non-transgenic controls. Moreover, the higher mortality rate 
observed in triple-transgenic m ales relates to greater vulnerability o f these immune 
parameters and to increased corticosterone levels.
As regards the objective "Characterisation of the effect of -acetylcysteine adminisiraiion on 
several peripheral immune cell functions, as m il as on the glutathione content in those leucocytes, and the 
levels of malondialdehyde, in postmenopausal mmen", the following conclusion can be drawn:
7. NAC administration (600 m d/day) to postm enopausal w om en is an efficient 
strategy, even in short-term treatments (2-4 months) and at advanced age (over 70 
years), leading to extended improvement o f im m une defenses, decreased hpid 
oxidative dam age, and increased glutathione levels in leucocytes. Plasma 
glutathione is not an adequate marker to know the levels o f  this antioxidant in the 
organism, as it can be unrelated to the levels present in circulating leucocytes.
Finally, in regard to the objetive "Characterisation of the effect of an enriched environment on 
several aspects of the immune, nervous and endocrine systems throughout both chronological and pathological 
ageing in mice", it can be concluded that:
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8. Exposition to an enriched environment of animals at different ages leads to 
improvement o f a great variety o f functional and oxidative stress parameters in 
peritoneal leucocytes, as well as to behavioural improvements in several tests and 
decreased morphological decline in brain. Animals at advanced ages show the most 
marked effects. Moreover, early in life establishm ent o f the enriched environment, 
and its maintenance until death, increases the average Ufe span o f the individuals.
9. Immune-endocrine deterioration, in terms o f several im m une function 
parameters and corticosterone levels, is lower in triple-transgenic old m ice for 
Alzheimer’s disese w hich have been oxposed to an enriched environment, 
especially in males, and these effects are observed even after removal o f the 
environmental enrichment. However, non-transgenic animals, and especially 
females, are susceptible to removal o f the enriched environment, as shown by 
increased deterioration o f several immune markers and corticosterone levels with 
respect to control females.
In conclusion, animals which achive great longevity are those which  
preserve adult-like functionaUty o f im m une cells and redox state. In addition, 
preserved N FxB  activation levels make an adequate antioxidant and anti­
inflammatory environment possible, and thereby allow a more adequate immune 
function, playing a key role in achievement o f longevity in good health. Easy  
strategies, such as m aintenance o f an active social, intellectual and physical Ufe, 
stress level control, or supplementation with endogenous antioxidant precursors, 
exert a great influence on relevant im m une functions, and might help healthy 
ageing and/or contribute to increased quaUty o f Ufe in ageing and, consequently, 
longevity.
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Abstract
Objective: Controversial results concerning immune function 
changes taking place in anxious subjects have been obtained. The 
aim of the present wodc was to study immune function in a group 
of anxious women. Methods: Thirty-three anxious and 33 non- 
anxious age-matched women were included. Anxiety levels were 
determined by the Beck Anxiety Inventory. Peripheral blood 
samples were collected, and several leukocyte functions, as well as 
cytokine release, were studied. Plasma cortisol levels and total 
antioxidant capacity were also evaluated. Results: The results 
showed diminished chemotaxis, phagocytosis, lymphoproliferation
in response to phytohemagglutinin mitogen, natural killer activity, 
and interleukin-2 release, and augmented superoxide anion levels 
and tumor necrosis factor-oi release in anxious women. Plasma 
cortisol was increased, while total antioxidant capacity was 
lowered in those subjects. Conclusions: The findings suggest 
iir^ aired immune function and cytokine release in anxious women. 
This might be related to increased cortisol secretion, which would 
lead to oxidative stress reflected in lowered plasma total 
antioxidant capacity.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction
The hypothalamic-^ituitary-adrenocortical (HPA) axis is 
a neuroendocrine system of great interest for the study of the 
relationship between stress and health. Immime cells exhibit 
receptors for many neuroendocrine products, such as those 
from the HPA axis [1]. Besides, the principal glucocorticoid 
modulating anxiety is cortisol [2], which causes changes in 
immune cellular functions [3]. Accordingly, many authors 
suggest that anxiety may negatively affect lymphocyte 
proliferative response to phytohemagglutinin (PHA) and to 
concanavalin A, and natural killer (NK) cell activity, 
although it may also be associated with a lack of significant 
differences or even increased functions. This last response is 
considered a transient phenomenon occurring prior to 
immune down-regulation, indicating the body’s defense
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ogy II), Faculty o f Biology, Madrid Complutense University, C/ José 
Antonio Novais 2, Madrid 28040, Spain. Tel.: +34 91 3944989; fax: +34 91 
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E-mail address: mondelaf@bio.ucm.es (M. De la Fuente).
0022-3999/07/$ -  see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved, 
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against stressors and thus dealing with state (discrete 
response to a specific threatening situation) anxiety as 
opposed to trait (general tendency to experience anxiety 
symptoms when faced with nondangerous situations) 
anxiety [4-7]. Nevertheless, research dealing with the 
relation of anxiety to immunity is scarce [5].
Cytokines are known to orchestrate the complex network 
of cellular interactions that regulate immune response. Some 
studies have shown a decreased PHA-induced interleukin-2 
(IL-2) production [6] in anxious patients, while several 
found a positive correlation [4]. Proinflammatory cytokines, 
such as tumor necrosis factor-oc (TNF-oc), appear to be 
increased [8] in those patients.
Some authors have hypothesized on the important role 
that phagocytic cells play in immune changes experienced 
by subjects with emotional disturbances [9]. Reactive 
oxygen species (ROS) produced by phagocytes are impor­
tant for host defense and as intracellular messengers needed 
for cellular functioning. However, excessive production and/ 
or release of ROS is deleterious for immune cells, leading to 
oxidative stress [10]. Cell homeostasis and, consequently, 
cell fimctions would be compromised by an imbalance
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between oxidants and antioxidants [11]. Therefore, adequate 
amounts of neutralizing antioxidants are required to prevent 
cellular damage, especially in immune cells [10].
In view of controversial results observed with regard to 
immune function changes exhibited by anxious subjects, the 
present work deals with the study of some key lymphocyte 
and neutrophil functions, and of cytokine release. These 
functions have previously been evaluated by our research 
group in anxious mice, showing alterations that have 
correlated with the life span of the animals [12-14]. 
Moreover, several of the above functions have been shown 
to be good healdi markers [12-15]. In addition, in view of 
the above, plasma cortisol and total antioxidant capacity 
were also studied.
Methods
Subjects
The study was performed on 33 women aged 
43.29±2.09 years who showed high levels of anxiety 
(53.8±7.1; f  <.001 with respect to controls), as determined 
by the Beck Anxiety Inventory (BAI) [16-18]. The control 
group was composed of 33 nonanxious women (4.32±3.43) 
of the same age (43.29 ±2.09 years) to avoid age-related and 
gender-related differences.
Participants were individuals who responded to e-mail, 
press advertisements, and posters. All subjects were Spanish 
and were recruited from the population of Madrid. The 
inclusion criteria were as follows: (a) female gender; (b) age 
of 30-50 years; and (c) exhibiting a high level of anxiety or 
absence of anxiety. None of the participants received any 
kind of psychopharmacological treatment or psychotherapy. 
Exclusion criteria consisted of malnourishment, pregnancy, 
severe allergies, immunodeficiency or autoimmune dis­
eases, neoplasia, rheumatic fever, diabetes, seizures, endo­
crine disorders, anemia, radiation therapy, chemotherapy, 
intake of adrenal corticosteroids or estrogen replacement 
therapy, smoking, consumption of alcohol or drugs, or 
performance of endurance training shortly before admission. 
Women who had recently been diagnosed with infectious 
diseases, had undergone any surgical treatment, consumed 
immune-modulating drugs, showed pathological laboratory 
findings, were unable to complete the evaluation protocol or 
were unable to speak, read, or write in Spanish were also 
excluded. Considering that menstrual status may influence 
immunity, it was necessary for participants to be neither 
ovulating nor menstruating. A structured clinical interview 
was conducted previous to the psychological questiormaire. 
Women showing depressive symptoms were excluded from 
the study.
As regards the sociodemographic characteristics of the 
sample, all women had completed at least basic school 
education (^12 years of education) and belonged to the 
middle and high classes.
All participants received information on the purpose of 
the study, and they gave their written consent for the use of 
their blood samples for academic research. All procedures 
were carried out according to the Declaration of Helsinki. ; 
Blood samples (9 ml of peripheral blood drawn by vein 
puncture) were collected from 9:00 am to 10:00 am (in tubes 
with citrate; BD Vacutainer Systems) to control the effect of 
circadian variations on immune parameters. Following the 
conduct of the psychological questionnaire (Spanish ver­
sion), blood samples were collected.
B AI
The BAI is a self-applied instrument used to assess 
anxiety, especially its physical effects [16-18]. The BAI 
does not specifically distinguish between trait anxiety and 
state anxiety; however, its high test-retest reliability 
suggests that it functions as a trait measure. It contains 
21 items involving a broad range of symptoms associated 
with clinical manifestations of anxiety, such as nervousness, 
inability to relax, headache, and tachycardia. Each item 
consists of four statements representing varying degrees of 
severity. Subjects were asked to select the statement that 
best reflected their experience during the week previous to 
performing the test, including the present moment. The 
duration of administration was 5 min. A sum score was 
calculated, with higher scores indicating higher levels 
of anxious symptoms (0 -9 = n o r m a l o r  lo w  a n x ie ty , 
3 0 -6 3 = h ig h  a n x ie ty ). The BAI differentiates between 
anxiety and depression, and also between anxious subjects 
and healthy controls, but not among anxiety disorders. It 
was specifically designed to differentiate between behav­
ioral, emotional, and physiological symptoms in individuals 
with anxiety and depression. In order to achieve that goal, 
the authors incorporated items that are specific to the 
physiological and cognitive symptoms of anxiety and that 
are independent of the symptoms of depression. It has a 
test-retest reliability of r=.67-.93, and its internal consis­
tency is Cronbach’s «=.90- 94.
A dherent capacity
For adherent capacity measurement, the method 
described by De la Fuente et al. [19] was used. The results 
were expressed as the adherence index (AI):
  Cells/mlinitial ~  Cells/mleffluent ^  jqq
Cells /  mlinitial
TNF-ct release
TNF-a release was measured on culture supernatants of 
total blood in the presence of lipopolysaccharide (LPS) by 
following a previously described method [20]. TNF-a 
level was measured using an ELISA kit (DIACLONE Re­
search, Besançon, France), with a minimum detectable dose
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of TNF-a <10 pg/ml. The results were expressed as 
picograms per milliliter.
Separation  o f  neutrophils a n d  lym phocytes
Cells were obtained by following a previously described 
method [21], Collected cells, containing 98% neutrophils or 
lymphocytes, were diluted to the corresponding final 
concentrations for the development of each assay.
C hem otaxis
Chemotaxis was evaluated according to the technique 
described by De la Fuente et al. [19]. The chemotaxis index 
(Cl) represents the number of neutrophils and lymphocytes 
counted in 20 microscope fields using an immersion 
objective (xlOO).
P h agocytosis
Phagocytosis assay was carried out by following the 
method described by De la Fuente [19]. The number of 
particles ingested by 100 neutrophils is expressed as the 
phagocytic index (PI), while the number of ingesting 
neutrophils per 100 neutrophils is expressed as phagocytic 
efficiency (PE).
Superoxide anion leve l
Using human neutrophils, we evaluated superoxide anion 
by following the method described by Alvarado et al. [22] 
for mouse macrophages. The results were expressed as 
nanomoles per 10^  cells.
L ym phoproliferation
A previously described method was used [21,23]. The 
results were expressed as pH]thymidine uptake [counts per 
minute (cpm)].
IL-2 release
The level of IL-2 was determined in supernatants of 
lymphocyte cultures in the presence of PHA (25 pg/ml) by 
following a previously described method [23]. IL-2 was 
measured using an ELISA kit (DIACLONE Research), with 
a minimum detectable dose of IL-2 <10 pg/ml. The results 
were expressed as picograms per milliliter.
C ytotoxicity
For target cell cytolysis measurement, an enzymatic 
colorimetric assay was used (Cytotox 96 TM Promega;
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Fig. 1. Cl (A), PI (number o f latex beads/100 neutrophils) (B), PE (number of phagocytosing neutrophils/100 neutrophils) (C), and superoxide anion levels in 
nonstimulated and stimulated samples (nmol/10^ cells) (DI and D2, respectively) o f human peripheral blood neutrophils fiom anxious and nonanxious age- 
matched women (controls). Each colunm represents the m eant S.E.M. o f 33 subjects, with each value being the mean of duplicate assays. ***P< 001, 
**P< 01 with respect to the value in the control group.
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Fig. 2. Cl (A), proliferation in response to PHA (cpm) (B)» and NK activity 
(% lysis) (C) of human peripheral blood lymphocytes from anxious and 
nonanxious age-matched women (controls). Each column represents the 
m eant S.E.M. o f 33 subjects, with each value being the mean of duplicate 
assays. ***P<.001 with respect to the value in the control group.
Boeringher Ingelheim) [24], To determine the percentage of 
lysis of target cells, the following equation was used:
% lysis = E -  ES -  TS M -T S X 100
where E  is the mean absorbance in the presence of effector 
and target cells; BS is the mean absorbance of effector cells 
incubated alone; TS is the mean absorbance of target cells; 
and M  is the mean maximum absorbance after incubating 
target cells with a lysis solution.
P lasm a cortiso l
Plasma cortisol levels were determined using a compet­
itive immunoenzymatic colorimetric method for quantitative
determination (BIOLINK, Barcelona, Spain). Intorun and 
intrarun precision had a coefficient of variation of 3.2% and 
5.8%, respectively. The values were expressed as nano­
grams per milliliter.
P lasm a to ta l an tioxidan t capacity
Antioxidant levels in plasma samples were evaluated 
with a kit provided by DELTACLON (Madrid, Spain). 
Interrun and intrarun test precision had a coefficient of 
variation of 2.2% and 4.2%, respectively. The results were 
expressed as units of total antioxidant capacity (U/ml 
plasma). One unit of total antioxidative capacity is 
defined as the increase in the absorbance value of the 
reaction system in 0.01 min”’ in each milliliter of plasma 
at 37°C.
S ta tis tica l analysis
The data are given as meantS.E.M. Since the data 
were normally distributed (as shown by the Kolmogorov- 
Smimov test), the differences between the patient and 
the control group were assessed by Student’s t test 
for unrelated samples, with f  <.05 as the minimum signifi­
cant level.
IL-2 RELEASE
300-1
250-
200-
I  150- 
100-
50-
B TNF-a RELEASE
14001 □  CONTROL
□  ANXIOUS1200 -
1000-
800-
o. 600-
400-
200-
Fig. 3. IL-2 release (pg/ml) (A) in lymphocyte culture supeamalants o 
human peripheral blood lymphocytes, and TNF-a release (pg//ml) (B) in 
total blood culture supernatants from anxious and nonanxious age-matched 
women (controls). Each column represents the mean±S.E..M. o f 33 
subjects, with each value being the mean o f  duplicate assays.
< 001, < 05 with respect to the value in the control gnoup
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Results
N eu troph il junctions
There were no differences in neutrophil adherence 
capacity between anxious and nonanxious women 
(AI=50±4 and 50±2, respectively). In regard to chemotaxis 
ftmction (Fig. lA), anxious subjects showed an index 
(CI=307±24) significantly (P<.001) lower than that of 
the control group (CI=528±15). The PI (Fig. IB) was 
decreased in anxious women (PI=174±27; F<.01), as 
compared to that in their nonanxious counterparts 
(PI=348±45). In addition, the percentage of phagocytosing 
cells (Fig. 1C) was lower (P<.001) in anxious women 
(PE=22±3) than in controls (PE=63±4). Superoxide anion 
levels in nonstimulated and stimulated samples (Fig. ID) 
were both increased in anxious women (84 ±6 and 
117±8 nmol/10  ^cells, respectively; P<.001), as compared 
to those in the control group (44±2 and 70±3 nmol/10  ^
cells, respectively).
L ym phocyte junctions an d  N K  a c tiv ity
There were no differences in lymphocyte adherence 
between anxious and nonanxious women (AI=54±3 
and 50 ±3, respectively). As regards chemotaxis function
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Fig. 4. Plasma cortisol levels (ng/ml) (A) and total antioxidant capacity 
(U/ml) (B) in amxious and nonanxious age-matched women (controls). Each 
column represents the mean±S.E.M. o f  33 subjects, with each value being 
the mean o f  dmplicate assays. ***P< 001, *P<.05  with respect to the value 
in the control group.
(Fig. 2A), it was significantly lower (P<.001) in anxious 
women (CI=182±16) than in the control group (CI= 
339±19). The results of lymphoproliferation in response 
to PHA are shown in Fig. 2B. This fimction appeared to be 
diminished (25,808+4358 cpm; P<.001) in anxious sub­
jects, with respect to their nonanxious counterparts 
(41,799±1399 cpm). As regards NK activity (Fig. 2C), 
women with anxiety showed also a decrease of this function 
(35±4% lysis; f  <.001) with respect to the control group 
(55±2% lysis).
Cytokine re lease
IL-2 release (Fig. 3A) in lymphocyte culture supernatants 
was decreased (P<.001) in anxious women (118±29 pg/ 
ml) with respect to controls (251 ±19 pg/ml), while TNF-a 
release (Fig. 3B) measured on culture supernatants of total 
blood in the presence of LPS appeared to be increased 
( f  <.05) in anxious subjects (1248±54 pg/ml) as compared 
to the control group (1094±49 pg/ml).
P lasm a m easurem ents
Plasma cortisol (Fig. 4A) was increased (P<.001) in 
anxious women (37 ±6 ng/ml) in comparison to controls 
(12± 1 ng/ml). As regards plasma total antioxidant capacity 
(Fig. 4B), anxious women (223±11 U/ml) showed 
decreased levels (f<05) compared to nonanxious subjects 
(260±14 U/ml).
Discussion
Maintaining a good functioning of immune cells has 
been shown to be a health and longevity maiter, which has 
been demonstrated specifically as regards chemotaxis, 
phagocytosis, superoxide anion levels, lymphoproliferation, 
IL-2 release, NK activity, and TNF-a release [12-14]. 
However, since there are controversial data concerning 
immune function changes exhibited by anxious subjects, 
more studies are needed to understand them better. Thus, the 
aim of the present work was to study important lymphocyte 
and neutrophil functions, cytokine release, and plasma 
cortisol and total antioxidant capacity in anxious women 
versus nonanxious controls of the same age. Moreover, the 
immune functions analyzed have previously been studied in 
peritoneal leukocytes fi*om anxious mice, which has shown 
an impairment of those functions with respect to nonanxious 
animals [12-14,22,25].
Psychological alterations can induce hormonal and 
biochemical changes in order to help preserve homeostasis, 
but sometimes leading to physiological stress. Since cortisol 
is the principal glucocorticoid that modulates anxiety [2], 
its increased secretion by the HPA axis, as reflected in 
augmented plasma levels, may contribute importantly to the 
immune function decline shown by anxious subjects. In fact.
L. Arranz et al. /  Journal o f Psychosomatic Research 62 (2007) 1 -8
it is well known that cortisol can change immune cell 
trafficking, proliferation, cytokine secretion, antibody pro­
duction, and cytolytic activity [3], In addition, increased 
glucocorticoid secretion has been shown to be related to 
high oxidative stress [26]. Besides, plasma total antioxidant 
capacity has previously been reported to confirm the level of 
oxidative stress [27], whereas it has been shown to be 
diminished in anxious women studied in the present woit, 
reflecting a deficient capacity to rapidly handle an increase 
in ROS. Since immune cells are particularly sensitive to the 
damage of their biomolecules caused by oxidative stress 
[28] and since their functions are specially linked to ROS 
generation, oxidant-antioxidant balance is essential for 
these cells. An imbalance between both compounds could 
compromise immune cell function [11], impairing immune 
responsiveness [29].
In fact, in this study, an increased respiratory burst, with 
consequent generation and release of ROS (such as super­
oxide anion), has been found in anxious women. Similarly, 
it has been described that this radical appears to be increased 
in mice with anxiety [12]. Although ROS production is an 
important mechanism of microorganism destruction by 
phagocytes, there is evidence of a positive correlation 
between low levels of superoxide anion and bactericidal 
activity [30]. However, Wolach et al. [31] have shown 
excessive superoxide generation with no parallel effect on 
bactericidal cîq>acity. Nevertheless, higher levels of ROS 
can cause cellular injury and death [32]. Indeed, excess ROS 
generated by phagocytes may damage membrane lipids, 
resulting in altered membrane fluidity and cell-membrane- 
related function, including chemotaxis and phagocytosis 
[28,33]. Accordingly, in this study, the chemotaxis of 
immune cells to the focus of infection and phagocytic 
capacity appear to deteriorate in anxious women. These 
results agree with those found by us and other authors in 
response to anxiety in both human and mouse models, 
especially in female mice [12-14,25,34].
Furthermore, since cytokines are essential modulators of 
interactions that regulate cell-mediated and humoral 
immunity, changes in their content could play a cmcial 
role in the immune function decline linked to anxiety. In 
this study, LPS-induced TNF-a appears to be increased in 
anxious women, which is in agreement with the observa­
tion of other authors in human and mouse models 
[8,13,22]. The proinflammatory cytokines and oxidant 
molecules produced during the inflammatory response, 
which follows infection, may be beneficial or detrimental 
to the subject, depending on the levels and conditions in 
which they are produced. Thus, excessive levels of those 
compounds could be deleterious, since they are related to 
chronic inflammatory and autoimmune diseases [35]. 
Furthermore, several inflammatory cytokines, including 
TNF-a, produced by activated monocytes and macrophages 
may up-regulate the production of adhesion molecules [36] 
via the activation of the transcriptional regulatory factor 
nuclear factor kB (NF-kB), which is also induced by
oxidative stress [29]. Our results indicate no defective 
adherence function in anxious emotional situations. Thus, a 
diminished total antioxidant capacity could reflect an 
increased antioxidant uptake by immune cells in order to 
help neutralize the increasing expression of adhesion 
molecules and other oxidative-stress-related events. In 
addition, higher TNF-a levels may contribute to impaired 
chemotactic function since this cytokine has been shown to 
induce the expression of macrophage-migration-inhibitory 
factor [37].
With regard to PHA-induced IL-2 release, we have found 
decreased levels in anxious women. Other authors have 
described similar results in anxiety [6]. Considering that 
IL-2 is an important stimulus for lymphoproliferative 
responses and NK activity [38], its decrease could be 
related to the impairment observed in these functions in the 
anxious women studied in the present work. In agreement 
with that fact, several studies have found anxiety to be 
strongly related to reduced PHA-induced lymphocyte 
proliferative and NK responses in both humans and mice 
[6-8,13,22,39-42]. In this respect, as mentioned above, 
anxiety-induced increased cortisol levels can suppress 
cytokine secretion, immune cell proliferation, and cytolytic 
activity [3]. Moreover, several reports support the concept 
of an inhibitory action of excess ROS on lymphoprolifera­
tion [43,44] and IL-2 production through NF-kB induction 
by ROS [44].
In view of the above, it appears that high levels o 
anxiety lead to an evident impairment of immune response 
at least for several innate, cell-mediated, and NK functions, 
as well as for cytokine levels studied in the present work. 
This impairment might be related to an increased secretion 
of cortisol by the HPA system in anxious emotional 
situations, leading to oxidative stress, as reflected in 
diminished plasma total antioxidant capacity. This general 
impairment of immune responsiveness in anxious women 
might lead them to suffer (in the long term, if not treated) 
frequent infectious illnesses and other immune-system- 
related diseases, which points out directions for future 
research since an important proportion of young adults who 
consult their general practitioner have an anxiety disorder 
that is not adequately diagnosed and therapeutically 
addressed [45]. Nevertheless, these results need to be 
confirmed in a larger sample exploring also gender differ­
ences, since our study focused on women only. Another 
limitation of the study derives fi-om the fact that menstrual 
status may affect immune function. Although participants 
were neither ovulating nor menstruating, future studies 
investigating the role of estrogen and progesterone levels in 
the immunity of anxious women are needed. In addition, 
despite the fact that all women studied in both experimental 
groups had at least basic school education and belonged to 
the middle and high classes, thus having no finance-related 
worries, research considering other important sociodemo­
graphic characteristics of the samples, such as family or 
employment status, would be of great interest.
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RESUMEN
Introducciân: en trabajos previos hemos demostrodo el détériore 
con le edad de uno serie de Kinciones de las células inmunitarias 
descritas como marcadores de salud y longevidad, e igualmente, 
hemos comprobodo cômo éstos mejoron très la administrociôn del 
antioxidante precursor del glutation: N-ocetilcisteino (NAG). 
Pddentes y  mékxlos: se estudiô a  36  mujeres posmenopàusicos se- 
leccionados oleotoriomente, 18 de 50-60 onos y 18 de màs de 
70  anos. La NAC se administré en dosis diaria de 60 0  mg, du­
rante 4 meses. Antes de iniciarse el tratamiento, a  los 2 meses de 
comenzor el mismo, une vez concluido y 3 meses después de su fi- 
nolizaciôn, se procediô a la extracciôn de sangre periférica. Como 
control de edod se empleô a 18 mujeres de 3 0 4 0  ohos, o las que 
se extrajo sangre una ùnica vez. Se estudiaron los valores de glu- 
totiôn total en linfocitos, neutrôfilos y plasma mediante cinética en- 
zimética por espectrofotometrîa.
Resuhados: con el envejecimiento se produce uno disminuciôn en 
los valores de glutotién. El tratamiento con NAC es copoz de ou- 
mentorlos en los leucocitos, efecto que no se ve reflejodo en el plas­
ma. El aumento en las células inmunitarias se aprecia ya a los 
2 meses de  tratamiento, es més relevante a los 4 meses y se mon- 
tiene a los 3 meses tros su finolizocién.
G>ndusiones: la disminuciôn en los valores de glutotién de las células 
inmunitarias con la edad podria explicar el deterioro funcional que és- 
tas experimentan. La administracién de NAC podria mejorar la fun- 
cién inmunitaria mediante el aumento de esos valores. Por otro porte, 
la determinocién del glutotién plasmotico no es uno medida odecuo- 
do para conocer los valores de este antioxidante en el organisme y, 
consecuentemente, de su estodo de estrés oxidativo, ya que puede no 
relocionorse con el experimentado por los leucocitos circulantes.
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Glutotién. N-acetilcisteina. Leucocitos. Plasma. Mujeres posmeno- 
péusicas.
C h an ts  wHh owing In immune cell and plasma 
glutathione levels. Efrect of N-ocetylcysteine 
administration
ABSTRACT
Introduction: we previously demonstrated the ageing-associated de­
cline of certain immune functions, which have been described as 
markers of health and longevity and confirmed that administration 
of the ontioxidont N-acetylcysteine (NAC), which is a glutathione 
precursor, improves these functions.
Patients and methods: thirty-six randomly selected postmenopausal 
women, 18 aged 50-60 years old and 18 aged more than 70 ye­
ars were studied. NAC administration consisted in a doily 600 mg 
dose for 4  months. Peripheral blood samples were collected before 
starting administration, after 2 months’ administration, at the end of 
the treatment period, and 3 months later. A group of 18 women 
aged 3 0 4 0  years was used as a  control group. Samples from con­
trols were drown only once. Total glutathione levels in lymphocytes, 
neutrophils and plasma were studied by enzymatic kinetics using a 
spectrophotometer assay.
Results: glutathione levels declined with ageing in both leucocytes 
and plasma. NAC administration increased glutathione levels in 
leucocytes but not in plasma. The increase in immune cell gluta­
thione levels was observed os early as 2 months after the start of 
NAC administration and was greater at 4 months. This effect conti­
nued for 3 months after the end of the treatment.
Conclusions: the age-related decline of glutathione levels in immune 
cells could ploy an important role in the functional impairment of 
these cells during the ageing process. Additionally, NAC could 
exert its beneficial effects on immune function via the increase in the 
glutathione content present in immune cells. Determination of plas­
ma glutathione is not on accurate indication of the body’s oxidati­
ve stress condition, since plasma levels migth not be related to the 
levels of this ontioxidont in blood leucocytes.
Keywords
Glutathione. N-ocetylcysteine. Leucocytes. Plasma. Postmenopau­
sal women.
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iNTRODUCClÔN
El aumento en la esperanza de vida media de las po- 
blaclones de les paîses desarrollados ha dado lugar a un 
Interés generalizado por conocer cuàles son los mécanis­
mes que nos hacen envejecer y finalmente morir. En la ac- 
tualidad, la teona mâs aceptada que permlte explicar el 
proceso de envejecimiento es la teoria de los radicales li­
bres, propuesta iniclalmente por Harman"' en 1956, y pos- 
teriormente evidenclada y perfilada por numerosas apor- 
taclones de diferentes autores^’^ . Segün esta teona, el 
envejecimiento es resuitado dei estrés oxidativo crônico 
que experimentan los organismos vivos, debido al dese- 
quilibrio entre la producciôn de compuestos oxidantes y 
la presencia o actividad de las defensas antioxidantes en- 
dôgenas, a favor de los primeros. Esta oxidaciôn progre- 
siva conduce al daho de biomoléculas que, finalmente, es 
la causa del détériore en las funciones fisiolôgicas que se 
produce con la edad, incluido el que se observa en la fun- 
ciôn inmunitaria" -^®. Es mâs, puesto que las células inmu- 
nitarias se encuentran especialmente ligadas a la génesis 
de especies reactivas de oxigeno para la realizaciôn de 
sus funciones, el equilibrio oxidantes/antioxidantes tiene 
una especial importancia para los leucocitos que, por otra 
parte, son particularmente sensibles al dario oxidativo^. 
Asi, el sistema inmunitario parece ser especialmente sen­
sible al proceso de envejecimiento; su deterioro esté inti- 
mamente relacionado con la morbilidad y la mortalidad 
asociadas con la edad, debido a las funciones esenciales 
que este sistema ejerce en el organisme. De hecho, el 
riesgo de tener infecciones, asî como la gravedad de és- 
tas, se encuentran aumentados en la vejez, del mismo 
modo que lo esté la susceptibilidad al càncer^. Por otra 
parte, la capacidad de preserver una funciôn inmunolôgl- 
ca adecuada ha demostrado ser un buen marcador de sa- 
lud y predictor de longevidad^, lo que queda evidenciado 
en el caso de los animales que alcanzan una elevada lon- 
gevidad y en los individuos centenarios, los cuales man- 
tienen una buena funciôn inmunitaria -^"'®.
Dado que las células inmunitarias son una fuente im­
portante de compuestos oxidantes y proinflamatorios, 
ambos deben encontrarse bajo el control exhaustivo de 
las defensas antioxidantes, ya que valores aumentados 
de estos compuestos pueden danar no sôlo a las propias 
células que los producen, sino también a las que forman 
parte de los tejidos vecinos^\ Por otra parte, el déficit en 
antioxidantes se ha asociado al declive en las respuestas 
inmunolôgicas, lo que a su vez conduce a infecciones 
graves y frecuentes que resultan en un aumento en la 
mortalidad^ \  En este contexte es necesario tener en 
cuenta que, entre las defensas antioxidantes endôgenas, 
el glutatiôn (GSH) es el antioxideinte tiôlico no enzimâtico 
mâs importante que présenta el organisme para prévenir 
del estrés oxidativo en la mayorîa de células, tejidos y ôr- 
ganos'*2. Este compuesto se requiere para eliminar el pe- 
rôxido de hidrôgeno y los perôxidos orgânicos a través de 
la enzima glutatiôn peroxidasa, que lo transforma en su 
forma oxidada (GSSG). Asi, el cociente glutatiôn oxida-
do/glutatiôn reducido (GSSG/GSH) es un importante ündi- 
cador del estado redox celular"* ,^ que se encuentra Irmpli- 
cado en respuestas tan vitales para el sistema inmunHtario 
como la proliferaciôn o la apoptosis"'^. El GSH es, ade- 
mâs, esencial para la célula puesto que interviene eni nu­
merosas funciones como la sintesis de proteînas y AIDN, 
el transporte de aminoâcidos al interior de la célula, el 
mantenimiento de los grupos tiôlicos intracelulares, la  re- 
ducciôn enzimâtica del dehidroascorbato y la eliminaciôn 
de compuestos tôxicos''®. De esta forma, se ha demnos- 
trado que la depleciôn, incluso moderada, de las reseirvas 
intracelulares de GSH tiene dramâticas consecuencias 
para una variedad de funciones linfocitarias; son especial­
mente sensibles las dependientes de interieucina 2"'®. Por 
otro lado, el envejecimiento va acompanado de la dismi- 
nuciôn en este contenido en GSH, lo que se ha obsarva- 
do en numerosas células y tejidos, incluidos alguinos 
componentes del sistema inmunolôgico^^.
Sobre la base de lo anteriormente comentado, la admi- 
nistraciôn exôgena de compuestos tiôlicos podria tener 
efectos beneficiosos mejorando el declive en la funciôn 
inmunitaria asociado a la vejez. No obstante, dado que el 
GSH no pénétra con facilidad al interior celular, sino que 
es sintetizado intracelularmente, su administraciôn direc­
ts no es un procedimiento eficaz con el objetivo de au- 
mentar los valores de tioles i n t r a c e l u l a r e s ^ D e  esta  
forma, la administraciôn de precursores del GSH, como la 
N-acetilcistefna (MAC), podria resultar mucho mâs efecti- 
va gracias tanto a la neutralizaciôn directs de radicales II- 
bres^o como a la recuperaciôn de las réservas de GSH^i. 
Ademâs, estudios previos de nuestro grupo han demos­
trado que la suplementaciôn de la diets con MAC es  ca- 
paz de mejorar la funciôn inmunolôgica en ratones con 
envejecimiento prematuro^^-^^, y que en humanos la ad­
ministraciôn de MAC es un método eficaz para mejorar el 
deterioro inmunitario que se produce en los individuos de 
edad avanzada^"'"^®. El objetivo del présente trabajo fue, 
por una parte, conocer los cambios que experimentan 
con la edad los 2 tipos principales de células inmunitarias, 
linfocitos y fagocitos, en los valores de GSH, y comprobar 
si siguen el mismo perfil que en plasma, que es la mues- 
tra habitualmente empleada para verificar el estado oxi­
dativo del organisme. Por otra parte, nos propusimos 
comprobar si la administraciôn de NAC aumenta los valo­
res de ese antioxidante en las mencionadas localizacio- 
nes.
PACIENTESY MÉTODOS 
Participantes
Todas las mujeres participantes eran espanolas inté­
grantes de la poblaciôn de Madrid. Los criterios de inclu- 
siôn en los grupos expérimentales del ensayo fueron los 
que a continuaciôn se detallan: 1) ser mujer posmenopâu- 
sica mayor de 50 o de 70 arios, 2) gozar de un buen esta­
do de salud, definido como ausencia de enfermedad o al- 
teraciôn anairtica relevante clînicamente en alguno de los
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siguientes parâmetros: glucosa, urea, creatinina, alanina y 
aspartato transaminasas, bilirrubina, fosfatasa alcalina, 
hematocrito, hemoglobina, volumen corpuscular medio, 
hemoglobina corpuscular media y recuentos de células 
sangufneas (plaquetas, eritrocitos, leucocitos, neutrôfilos, 
linfocitos, monocitos, eosinôfilos y basôfilos).
Los criterios de exclusiôn fueron; enfermedad general 
grave, enfermedades inmunolôgicas, câncer, demencia o 
alteraciôn cognitiva, enfermedad respiratoria crônica, hi- 
pertensiôn, diabetes, esperanza de vida inferior a 1 ano, 
bajo nivel de colaboraciôn y haber tomado acetilcistei'na, 
vitaminas o antioxidantes durante los 6 meses previos al 
estudio.
El grupo de mujeres de 50-60 anos fue obtenido del 
personal trabajador del Hospital Clînico San Carlos y de la 
Universidad Complutense de Madrid, mientras que las 
mujeres de mâs de 70 anos se obtuvieron de las usuarias 
del Servicio de Geriatria del mismo hospital pertenecien- 
tes al programa «Envejecer con éxito». Se seleccionô 
aleatoriamente a un total de 1.000 candidates, de las cua­
les 600 fueron contactadas. De elles, 140 aceptaron par­
ticiper en el estudio, pero 90 fueron retiradas por los crite­
rios de exclusiôn anteriormente comentados. De las 50 
mujeres restantes, se seleccionô a 19 de 50-60 anos y 21 
de mâs de 70, de forma aleatoria. De las 40 participantes 
que iniciaron el estudio en la primera visita, 4 se retiraron 
(1 de 50-60 anos y 3 de mâs de 70) y no acudieron a la se- 
gunda visita. Posteriormente, otras 2 mujeres mayores de 
70 anos decidieron abandonar la investigaciôn, una en la 
tercera visita y la otra en la cuarta.
Como control de edad adulta se emplea un grupo de 18 
mujeres voluntaries comparieras de trabajo, familières y 
conocidas del grupo investigador. Los criterios de inclu- 
siôn fueron: 1) ser mujer de 30-40 arios de edad, 2) gozar 
de una buena salud. Los criterios de exclusiôn fueron los 
mismos que los aplicados para los grupos expérimenta­
les.
Todas lias participantes recibieron informaciôn detallada 
acerca del objetivo del estudio y dieron su consentimien- 
to escrito para la utilizaciôn de sus muestras sanguineas 
en investigaciôn cientifica; se respetô en todo caso su de- 
recho a la privacidad. Las participantes potenciales die­
ron su coinsentimiento informado antes del inicio de cual­
quier proicedimiento relative al estudio. Las muestras de 
sangre periférica (tomadas por punciôn venosa) fueron re- 
cogidas siempre a la misma hora, en el curso de cada en- 
trevista clh'nica, con objeto de contrôler el efecto de las va- 
riaciones circadianas sobre el sistema inmunitario, y en 
tubos con citrate como anticoagulante (BD Vacutainer 
Systems)). En los grupos expérimentales, las muestras 
sangui'neias fueron tomadas antes de iniciarse la adminis­
traciôn d e  NAC, a los 2 meses del inicio de esa adminis­
traciôn, uina vez finalizada ésta (a los 4 meses) y 3 meses 
después de dicha finalizaciôn. A los contrôles de 30- 
40 arios s e  les extrajo sangre una ùnica vez.
El présente estudio fue aprobado por el Comité Ético 
acreditado de Investigaciôn Clfnica del Hospital Clinico 
San Carlos de Madrid. Se realizô conforme a las normas 
oficiales vigentes y de acuerdo con la Asociaciôn Médica 
Mundial y los principios de la Declaraciôn de Helsinki. Un 
monitor de ensayos clinicos (PHIDEA, S.L) asegurô el de- 
sarrollo adecuado del estudio en los términos menciona- 
dos.
Antioxidante en estudio: N-acetlIcIstema
La NAC es un derivado de un aminoâcido natural, la 
cisteina, con un elevado grado de seguridad. El présente 
trabajo consistiô en un estudio de fase IV con un principio 
activo de una especialidad farmacéutica autorizada. El 
antioxidante en estudio fue Flumil® (producido por Zam- 
bon Group, S.p.A., Italia, y suministrado por Pharmazam,
S.A., Esparia), en forma de comprimidos orales eferves- 
centes que contienen 600 mg de NAC cada une. La dosis 
diaria consistiô en 600 mg de NAC disueltos en medio va- 
so de agua. La administraciôn se realizô por la noche jus- 
to antes de acostarse, durante 4 meses. La correcta ad­
ministraciôn fue comprobada en las entrevistas clfnicas 
correspondientes.
Entrevistas cli'nicas
Las entrevistas fueron llevadas a cabo por los médicos 
résidantes Cesâreo Fernândez y Antonio Rodriguez en 
una consulta del Departamento de Geriatria del Hospital 
CImico San Carlos de Madrid, en total privacidad. Se 
efectuaron un total de 4 visitas a los sujetos pertenecien- 
tes a los grupos expérimentales. La primera visita se rea­
lizô el dia 1 para la selecciôn. La segunda visita se llevô a 
cabo a los 2 meses de iniciada la administraciôn de NAC, 
la tercera, a los 4 meses, el ultimo dia de administraciôn 
del antioxidante, y la cuarta, 7 meses después de iniciar­
se el estudio, 3 meses después de finalizar la administra­
ciôn de NAC. En cada una de ellas se realizô la extracciôn 
sanguînea.
En el curso de la primera entrevista clinica se anotaron 
los datos demogrâficos del paciente, las medicaciones 
concomitantes utilizadas, se realizô un examen fîsico 
complete, se evaluaron los sfntomas y los parâmetros 
funcionales, se dispensô el fârmaco y se explicô al pa­
ciente cômo efectuar su correcta administraciôn. En las 
siguientes entrevistas se valoraron todos los cambios a 
esta situaciôn y los acontecimientos adverses. En la se­
gunda y tercera visitas se evaluô ademâs la medicaciôn 
que habian tomado las pacientes.
Obtenciôn de los linfocitos y los neutrôfilos 
sanguineos
Los linfocitos y neutrôfilos periféricos se obtuvieron si- 
guiendo una técnica previamente descrita^®, a través de 
un gradiente de sedimentaclôn empleando Hystopaque 
de densidad 1,077 (Sigma, St. Louis, USA) para la sepa-
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raciôn de los linfocitos y de 1,119 (Sigma) para los neu­
trôfilos. Se obtuvieron las células de ambas interfases, 
que a continuaciôn fueron lavadas 2 veces en soluciôn 
salina tamponada de fosfatos (PBS). Una vez centrifuga- 
das, las células se resuspendieron en 1 ml de medio 
Hank. Se reaiizô ei recuento celular mediante microscopia 
ôptica y se comprobô la pureza de la suspenslôn, me­
diante identificaciôn de la morfologia celular; ésta fue ma­
yor o igual al 98% en todos los casos. Se ajustaron las 
suspensiones celulares a una concentraciôn final de 10® 
linfocitos/ml o 10® neutrôfilos/ml, utilizando medio Hank. 
Se comprobô ademâs la viabilidad celular antes de cada 
ensayo mediante la prueba de exclusiôn del colorante 
azul Tripân (Sigma), y sôlo se emplearon las muestras en 
las que ésta era mayor o igual al 99%.
Obtenciôn dei piasma
Para la obtenciôn del plasma, se centrifugô 1 ml de 
sangre mezclada con citrato (0,9:0,1) durante 20 min a 
1.000 g.
Medida de ios vaiores de giutatlôn
Para la medida de los valores de GSH se empleô el 
método de Tietze^^, con algunas modificaciones^®; la 
monitorizaciôn de la variaciôn en la absorbancia se reali­
zô a 412 nm. Las alicuotas de 1 ml de suspenslôn de lin­
focitos y de neutrôfilos (10® células/ml medio Hank) se 
centrifugaron a 1.200 g durante 10 min a 4 ®C. Posterior­
mente, los precipitados se resuspendieron en una solu­
ciôn de âcido tricloracético (TCA, Panreac, Esparia) al 
5% con HCI 0,01 N (Panreac) y fueron sonicados en hielo 
y centrifugados a  3.200 g durante 5 min a 4 °C. Alicuotas 
de estos sobrenadantes, obtenidos de las suspensiones 
celulares, y de plasma se valoraron empleando en la 
mezcla de la reacciôn los siguientes componentes: 5,5’- 
ditio-bis (âcido 2-nitrobenzoico) (DTNB, 6 mM) (Sigma), 
p-nicotinamida adenina dinucleôtido fosfato, en su forma 
reducida (p-NADPH, 0,3 mM) (Sigma) y glutatiôn reducta- 
sa (GR, 10 U/ml) (Sigma). Se realizô el seguimiento de la 
reacciôn durante 240 s y los resultados se expresaron 
como nmol/10® células, en el caso del GSH presents en 
linfocitos y neutrôfilos, y nM en el caso del GSH circulan­
te en plasma.
Anàiisis estadistico
Los resultados se expresaron como media ± desvia- 
ciôn estândar. La normalidad de las muestras se com­
probô mediante el anâlisis de Kolmogorov-Smirnov. Las 
diferencias debidas a la edad fueron estudiadas median­
te la prueba de ANOVA para muestras independientes, 
mientras que las diferencias debidas al tratamiento, den- 
tro de cada grupo experimental, fueron evaluadas me­
diante la prueba de ANOVA para muestras apareadas. 
Un valor de p < 0,05 fue el criterio de minima diferencia 
estadisticamente significativa empleado en todos los 
casos.
RESULTADOS
Los valores de GSH total présente en linfocitos, en neu­
trôfilos y en el plasma (fig. 1) disminuyen significativamæ- 
te (p < 0,001) con el envejecimiento. Esa disminuciôn res- 
pecto a los valores obtenidos en ias mujeres de 30- 
40 arios ya se aprecia en las mujeres de 50-60 arios, y se 
mantiene en las de mâs de 70. No obstante, los linfocitos 
de las mujeres mayores de 70 arios presentan mâs conte­
nido en GSH que los de las mujeres de 50-60 (p < 0,01 ; 
fig. 1A).
La administraciôn de NAC produce un aumento en los 
valores del GSH intracelular de linfocitos y neutrôfilos (fig. 
1A y 1B), efecto que no se ve reflejado en el plasma (fig. 
10). El aumento del GSH en las células inmunitarias se 
aprecia ya a los 2 meses de tratamiento (las diferencias 
son estadisticamente significatives [p < 0,01]) en los linfo­
citos y en los neutrôfilos de las mujeres de 50-60 arios, y 
en los neutrôfilos (p < 0,05) de las mayores de 70 arios. 
Esas diferencias en el aumento de los valores de GSH se 
hacen mâs relevantes a los 4 meses del tratamiento (con 
una diferencia estadisticamente significativa de p < 0,001 
en neutrôfilos en las 2 edades estudiadas y en linfocitos 
de mujeres de 50-60, y de p < 0,05 en los linfocitos de 
mujeres mayores de 70 arios). Trascurridos 3 meses de la 
finalizaciôn de la administraciôn de NAC sigue aparecien- 
do un aumento, estadisticamente significative, en relaciôn 
con el valor previo al inicio del tratamiento en los linfocitos 
y neutrôfilos de mujeres de 50-60 (p < 0,001) y mayores 
de 70 arios (p < 0,05 en linfocitos y p < 0,01 en neutrôfi­
los).
DISCUSIÔN
El presents trabajo pone de manifiesto que los valores 
de GSH, tanto plasmâticos como los présentes en linfoci­
tos y neutrôfilos, disminuyen en mujeres mayores de 
50 arios en relaciôn con los présentes en las mujeres de 
menor edad (30-40 arios). Hay una serie de trabajos en los 
que se han detectado cambios en los valores de GSH con 
la edad. Prâcticamente todos ellos se han basado en me- 
didas en sangre total, eritrocitos, suero o plasma y, aun- 
que se han encontrado resultados contradictories, una 
mayoria détecta menores valores de GSH plasmâtico en 
los sujetos ancianos en relaciôn con los jôvenes^. En 
otros estudios realizados en plasma se ha observado que 
el declive dramâtico y râpido del sistema antioxidante del 
GSH es airededor de la década de los 50 arios®®. También 
se ha descrito una disminuciôn con la edad en las con- 
centraciones de GSH présentes en linfocitos; éstas se en­
cuentran en los individuos de 60-80 arios por debajo de la 
mitad de las detectadas en estas células de sujetos de 
20-40 arios®\ Los resultados obtenidos en el présente 
trabajo muestran que la disminuciôn en los valores de 
GSH, tanto plasmâtico como intraleucocitario, se observa 
ya en las mujeres posmenopâusicas de 50 arios, y se 
mantiene en mujeres mayores de 70 arios. Estos datos re-
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velan, por tanto, un declive importante de los valores de 
GSH coïncidente con la pérdida de la actividad estrogéni- 
ca, lo que parece corroborar el hecho descrito por otros 
autores de que la uniôn de los estrôgenos con sus recep- 
tores da lugar al aumento en la expresiôn de genes aso- 
ciados con una mayor esperanza de vida, entre los que se 
encuentran los que codifican para ciertas enzimas anti­
oxidantes como las implicadas en la cinética del GSH®^ . 
El hecho de que los linfocitos de las mujeres que superan 
los 70 anos muestren unos valores mayores de GSH que 
las de 50 podha ser resuitado del tipo de colectivos utili- 
zados en el estudio. Asi, mientras el grupo de mujeres de 
50-60 anos fue tomado casi exclusivamente de las traba- 
jadoras del Hospital Clinico San Carlos, que podnan tener 
unos niveles de estrés, horas de sueno o hébitos alimen- 
ticios diferentes de los del resto de la poblaciôn general 
de esa edad, las mujeres de mâs de 70 arios fueron obte- 
nidas de las usuarias del Servicio de Geriatria del mismo 
hospital, concretamente del programa «Envejecer con 
éxito». Esta especial condiciôn, junto con los criterios 
rigurosos de selecciôn empleados, y que obligaron a re- 
chazar a muchas de las potenciales participantes, podria 
haber conducido a que este grupo de mujeres ancianas 
probablemente sea un colectivo que goce de un estado 
de salud superior al de la poblaciôn general de mujeres de 
su misma edad. Dada esta limitaciôn de nuestro estudio, 
séria muy interesante llevario a cabo en un futuro en una 
poblaciôn mâs variada de individuos. Asimismo, con el fin 
de obtener una muestra lo mâs cercana posible a la po­
blaciôn general, se deberia incluso sacrificar ciertos crite­
rios de exclusiôn a la hora de obtener el colectivo a estu- 
diar. También, esos mayores valores de GSH en los 
linfocitos de las mujeres que superan los 70 arios, hecho 
que no sucede en neutrôfilos, parecen estar mostrando 
una homeostasis mâs preservada en el primer tipo de cé­
lulas que en el segundo. Los linfocitos podrian ser espa­
ces de producir mâs cantidad de GSH o conserver mejor 
este antioxidante ante el mayor estrés oxidativo que se 
sabe aparece al avanzar la edad®. Es un hecho, que ya ha 
sido comprobado en otros modelos expérimentales, que 
los linfocitos de determinadas localizaciones aumentan 
sus valores de GSH reducido ante una situaciôn de estrés
Figura 1. Valores de glutatiôn en linfocitos (A: nmol/lO^ linfocitos), 
neutrôfilos (B: nmol/10^ neutrôfilos) y plasma (C: pM) de mujeres de 
30-40 anos (contrôles) y de mujeres posmenopâusicas de 50-60 anos y 
de mâs de 70 anos antes de iniciar la administraciôn de 
N-acetilcisteina (NAC), a los 2 meses, transcurridos 4 meses de dicha 
administraciôn y 3 meses después de su finalizacién. Cada columna 
représenta la media ± desviaciôn estândar de 18 valores 
correspondientes a 18 mujeres. La columna de las mujeres de mâs de 
70 anos a los 4 meses de NAC représenta 17 valores correspondientes 
a 17 individuos; y la de estas mismas mujeres 3 meses después de 
finalizar la administraciôn de NAC a 16 valores correspondientes a 
16 sujetos.
“p < 0,001 con respecto al valor de glutatiôn obtenido en las mujeres 
de 30-40 anos. ^p < 0,01, ^p < 0,001, ‘*p < 0,01 con respecto al valor 
de glutatiôn obtenido en las mujeres de 50-60 anos y *p < 0,05 con 
respecto al valor de glutatiôn obtenido antes de iniciarse el 
tratamiento.
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oxidativo como es una endotoxemia®®. También datos 
previos de nuestro laboratorio han comprobado que los 
linfocitos mantienen mejor los valores intracelulares de 
GSH que los fagotitos ante ese estrés oxidativo®^.
El presents estudio también demuestra que la adminis­
traciôn de NAC tiene como resuitado el aumento del GSH 
intracelular présente en los leucocitos circulantes sin 
afectarse en absolute los valores plasmâticos. Incluso ad- 
ministraciones durante un période relativamente corto, 
como puede ser 2 meses, tienen este efecto beneficioso 
en el sentido de aumentar los valores de GSH leucoclta- 
rio. Los linfocitos de las mujeres mayores de 70 anos son 
una excepciôn, al no manifestar en ese période ningün 
efecto, pero hay que considerar que esas células a esa 
edad son las que presentaban mayores valores basales. 
Ouando el tiempo de administraciôn de NAC es de 4 me­
ses, el efecto es claramente manifiesto en los 2 tipos de 
leucocitos y a las 2 edades analizadas. Ademâs, ese efec­
to es duradero, puesto que se sigue manteniendo 3 me­
ses después de haberse finalizado el tratamiento. Algu- 
nos autores han afirmado que los cambios en el estado 
redox que se producen con la edad son réversibles®®. De 
esta forma, podrian llevarse a cabo intervenciones nutri- 
cionales o terapéuticas para intentar restaurar dicho esta­
do redox. Dado que, como anteriormente se ha indicado, 
el GSH no pénétra fâcilmente al interior c e l u l a r " ' s u  ad­
ministraciôn directa ünicamente intervendria de forma im­
portante en el mantenimiento del estado redox del plas­
ma. Por tanto, deben emplearse estrategias alternativas, 
como la provisiôn de aminoâcidos precursores®® y/o de 
agentes inductores de las enzimas de su sintesis®®. Sin 
embargo, el aminoâcido cisteina se oxida fâcilmente, es 
bastante inestable y algunas de sus formas presentan di- 
ficultad de absorciôn y transporte al interior celular® .^ La 
mayor parte de las células y los tejidos sôlo présenta alta 
actividad de transporte para la forma reducida de la 
cisteina, por lo que una suplementaciôn eficaz de ésta es 
a través de la administraciôn del derivado astable NAC®^ . 
La NAC no sôlo es un precursor efectivo de la sintesis in­
tracelular de GSH®"', también puede estimular la actividad 
de enzimas citosôlicas implicadas en el ciclo del GSH, co­
mo la GSH reductasa, que aumenta la tasa de regenera- 
ciôn del GSH®®, e incluso actuar de forma directa como 
antioxidante mediante la reducciôn de especies reactivas 
de oxigeno a través de su grupo tiol®®. De nuestros resul­
tados se puede deducir que el efecto beneficioso de la 
NAC sobre la funciôn inmunitaria®® ®® ®^ se puede realizar 
de forma importante mediante el aumento de las réservas 
de GSH. Por otra parte, a pesar de que las réservas de 
GSH aumentan de forma muy significativa con la adminis­
traciôn de NAC en mujeres de 50-60 arios y en las de mâs 
de 70 arios, no llegan al nivel de las mâs jôvenes, lo que 
puede estar mostrando una menor actividad y/o expre­
siôn de las enzimas implicadas en la sintesis de GSH a 
partir de la NAC al envejecer. Dado que los efectos pare­
cen acumulativos, ya que aumentan con el tiempo, séria 
interesante conocer el efecto de la administraciôn de NAC 
a mâs largo plazo o con una dosis algo superior.
Se podria deducir de los resultados del présente estu­
dio que la disminuciôn en los valores de GSH de las c o u ­
las inmunitarias con la edad es una causa, posiblemente 
de las mâs relevantes, del deterioro funcional que experi­
mentan dichas células y que conduce al individuo a pre- 
sentar con mayor frecuencia infecciones graves, asi como 
otras afecciones en las que el sistema inmunitario se  en­
cuentra implicado, como el câncer, dando lugar a un au­
mento en la morbilidad y la mortandad a medida que 
avanza el proceso de envejecimiento. Asimismo, la admi­
nistraciôn de NAC se muestra como una estrategia eficaz, 
incluso en tratamientos cortos y a edades avanzadas, pa­
ra aumentar los valores de GSH en el Interior de los leu­
cocitos, hecho que se evidencia como una de las causas 
principales de la marcada mejora que se observa en la 
funciôn inmunitaria tras esa administraciôn. De esta for­
ma, la NAC podria contribuir de forma Importante a  mejo­
rar la salud, y por tanto, la calidad de vida de los indivi­
duos en la vejez, potenciando la funciôn de sus defensas 
inmunolôgicas. No obstante, no es posible, por el mo- 
mento, generalizar los resultados obtenidos en el présen­
te estudio. Hay que tener en cuenta que nuestro ensayo 
se centrô exclusivamente en mujeres, con objeto de evitar 
la posible variabilidad en funciôn del sexo. Aunque varies 
estudios no han mostrado diferencias entre varones y mu­
jeres con respecto a los cambios que se producen en los 
valores de GSH con la edad^® ®\ se hacen necesarios fu­
tures estudios que incidan en las posibles diferencias por 
sexo, tanto de las consecuencias del proceso de enveje­
cimiento como de la respuesta a la administraciôn de 
compuestos antioxidantes como el que nos ocupa. Por 
otra parte, dada la dificultad que se tuvo para encontrar 
voluntaries que quisieran participar en el estudio y que 
cumplieran con rigor los criterios de selecciôn plantea- 
dos, fundamentalmente en el grupo de mujeres de mâs de 
70 arios, el numéro final de participantes fue bastante li- 
mitado. Futuras investigaciones con un tamario muestral 
mayor serân sin duda de gran interés.
Por ultime, es importante destacar, como conclusiôn 
que se extrae de este trabajo, el hecho de que la determi- 
naciôn del GSH plasmâtico no es un marcador adecuado 
para conocer el valor de este antioxidante en el organis­
me, puesto que puede no relacionarse con el que estâ 
présente en otras localizaciones, como son los leucocitos 
circulantes, sin duda una muestra con significado biolôgi- 
co mucho mâs relevante que el plasma. Dada la generali- 
zada utilizaciôn de plasma en las anairticas que s e  llevan 
a cabo para determinew nuestro estado de salud, habria 
que ser mâs criticos con las conclusiones que se  hacen, 
en relaciôn con ciertos parâmetros, tomando com o base 
ünicamente los resultados obtenidos en muestras plas- 
mâticas.
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A bstract: We have evaluated different behavioral parameters in ICR 
(GDI) female mice of three different ages (38-39 weeks: mature; 62 
weeks: late mature; 90 weeks: old), and addressed the effects of an en­
riched housing condition. We employed the following battery of tests: 
Holeboard, open field, elevated plus-maze (EPM), and forced swimming 
test (FST). The results suggest that aging process differentially affects 
diverse aspects of behavior. With respect to motor activity, late mature 
animals were more affected by enrichment, whereas old animals ap­
peared to be more affected when emotional responses were considered. 
We propose that the diminished percentage of time in the open arms of 
the EPM showed by enriched mice may be indicative of decreased nov­
elty seeking, whereas their decreased climbing behavior may indicate a 
reduced escape-related behavior in an inescapable situation.
Keywords: mice; aging; enriched environment; motor activity; emo­
tional responses
INTRODUCTION
Research on the effects of environmental enrichment in experimental ani­
mals has mainly focused on cognitive functions. Recently, there is an increased 
interest about the influence on emotional responses, and the scenario appears 
to be complex. To the best of our knowledge, there are not comparative stud­
ies about consequences of environmental enrichment on emotional behavior 
at different advances ages. We aimed to evaluate possible differential effects 
of housing conditions in mature, late mature, and old animals.
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EXPERIMENTAL METHODS 
Animals and Experimental Conditions
A total of 56 female outbred ICR-CD1 (Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona, 
Spain) were used in the present experiments. The animals were initially housed 
in groups of seven individuals per cage and maintained at a constant temper­
ature of 22 ±  1°C in a reverse 12:12 h dark-light cycle (lights on at 20.00 h), 
with free access to food (A04 diet from Panlab L.S Barcelona, Spain) and 
water.
Mice of three different ages were used: 32 weeks old (n =  28), 55 weeks old 
(n =  14), and 83 weeks old (« =  14), at the beginning of the experiment. Mice 
were randomly distributed in two groups: control group and environmental 
enriched group. Half of the animals from each age were assigned to each 
environmental condition. Enrichment consisted on cages with two different 
objects changed every 2 days at 08.00 h. The rodent toys used were: orange 
bucket, jolly ball, hoop, holed ball, yellow tunnel, rou^ red object (Lillico, 
Panlab), yellow billard ball and a silver ball (El Corte Ingles, Madrid, Spain). 
A red kennel, which was cleaned once a week, was always present in the cage.
Six weeks after the beginning of the control/enriched housing, mice were 
submitted to behavioral testing. At the beginning of behavioral testing animals 
were classified as mature mice: 38-39 weeks old; late mature mice: 62 weeks 
old; old mice: 90 weeks old. Throughout this testing, the animals were marked 
for their individual follow-up. All behavioral experimental procedures were 
carried out between 09.00 and 14.30 h.
The experiments performed in this study are in compliance with the Euro­
pean Communities Council Directive of November 24,1986 (86/609/EEC) as 
well as with Spanish laws about protection of animals.
Behavioral Testing
As described in previous work,^’^  the testing sequence was as follows: hole­
board, open field, elevated plus-maze (EPM), and forced swimming test (FST) 
or Porsolt test. We allowed an interval of 3 days between consecutive tests, 
for recovery o f the animals from the previous testing conditions. All the tests 
with the exception on open field (illuminated with white light) were performed 
under red light.
H o le b o a r d  Test
The holebpard was a box (60 x 60 x 45 cm) bearing four equally spaced 
holes (3.8 cm in diameter) and divided into 36 squares (10 x 10 cm). The 
duration of the test was 5 min. External ambulation (number of line crossings
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in the periphery, by the walls), frequency of rearing (number of times that the 
animal stood on its rear limbs) and frequency and duration of head-dipping 
were assessed.'* ®
Open-Field Test
The open-field arena consisted of a cylinder (75 cm diameter x 50 cm high) 
with a floor divided into 19 sections of a similar area by two concentric circles 
(17 cm and 45 cm diameter) and a series of radia. The duration of the test was 
3 min. The parameters measured were: external ambulation (number of squares 
adjacent to the wall entered with the four limbs), internal ambulation (number 
of squares in the central area entered with at least three limbs), and frequency 
of rearing.'*’®
EPM  Test
The EPM consisted of two open arms (50 x 10 cm) and two enclosed arms 
of the same size with 40-cm high walls arranged so that the arms of the same 
type were opposite to each other. The junction of the four arms formed a central 
square area (10 x 10 cm). The test was carried out for 5 min. The measures 
recorded were frequency and duration (s) of arm visits, separately for open and 
closed arms. An arm was considered to be entered when the animal entered it 
with the four limbs. We also calculated the percentages of entries and time in 
the open arms (with respect to the total number of entries and time in arms, 
respectively).^’® The percentages of time and entries in the open arms of the 
maze are the two parameters related to anxiety, whereas the number of closed 
arms entries provides the best measure of motor activity.®
Porsolt Test (FST)
The FST was performed 2 consecutive days, according to the original model 
with some modifications.®’^ ’* Mice were placed individually in a cylindrical 
methacrylate tank (30 cm in diameter, 50 cm heights) containing tap water at 
23° ±  1 °C to a depth of 30 cm. On day 1, the animals were placed in water to 
swim trial of 15 min. Twenty-four h later, animals were again placed in the water 
for a second swim trial of 5 min. Behaviors scored included latency, floating 
(immobility), swimming, and climbing. Latency was defined as the time to 
reach first complete immobility; floating (immobility) was considered when 
mice floated witiiout struggling and making only those movements necessary to 
keep their heads above the water. Swimming was scored as the animal making 
active swimming motions more than necessary to keep its head above the water
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and involved moving horizontally or crossing the swim tank. Climbing behavior 
consisted on the animal making active upward movements with forepaws in 
and out of the water. These behaviors were scored in a mutually exclusive 
fashion throughout the trial. Immobility time may be indicative of depressive- 
like behavior.®’^ ’*
Statistical Analysis
Data were analyzed by ANOVA. The Tukey method was used for p o s t  h o c  
comparisons.
RESULTS 
Holeboard Test
We found significant overall effects of age on external ambulation (P < 
0.05) and rearing (P < 0.001). Old mice showed lower horizontal activity 
than mature animals and lower rearing frequency than mature and late mature 
animals. Separate analyses of the three groups o f age groups indicated that the 
effects of enrichment were significant for late mature animals (P < 0.05) and 
consisted of an increment in vertical activity (Fig. 1).
Open-Field Test
Overall effects of age were found for external ambulation (P < 0.05) and 
rearing (P < 0.001). Old animals showed decreased external ambulation when 
compared to mature mice and diminished vertical activity with respect to both, 
mature and late mature animals (Fig. 2).
Plus-Maze Test
The effect of age was significant for the number of closed-arm entries 
(P < 0.05) with old animals showing a significant lower value than mature 
mice. There was also a general increase of this parameter in enriched animals 
(P < 0.01), though additional separated analyses per age group indicated that 
enrichment was significant for late mature mice.
All enriched animals showed a decreased percentage of time in open arms 
(P < 0.01). Further analyses per age group revealed that the effect of enrich­
ment was significant in old animals (Fig. 3)
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P o rso lt T est (F S T )
As expected, in day 2 immobility time was increased, latency to first float­
ing reduced and swimming and climbing behaviors decreased {P  <  0.01). On 
day 1 a significant overall effect of age was found for latency to first floating 
{P  <  0.05) and in time spent swimming {P  <  0.001). Latency time was re­
duced in old mice when compared to late mature, whereas swimming behavior 
was higher in late mature mice relative to mature and old mice. Climbing be­
havior was affected by the enriched condition both days of testing. On day 1 
(P < 0.05) this effect was more marked for enriched old mice (Figs. 4 and 5).
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FIGURE 1. Holeboard activity in female mice of different ages: M (mature mice); LM 
(late mature mice); and O (old mice). Histograms represent the mean ±  SEM from the 
following number of animads: CONTROL: M (14); LM (7); O (6) and ENRICHED: M 
(12); LM (6); O (6). Significant differences set a tP  <  0.05. (a) old versus adult mice; (b) 
old versus mature and old mature mice; and (c) control late mature versus enriched late 
mature mice.
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DISCUSSION
In general, old animals housed in standard conditions showed a decreased 
motor activity when compared to the other two control age groups: decreased 
motor activity in holeboard, open field, and EPM and reduced latency to first 
floating in the FST. A cerebellar dysfunction is likely to underlie the marked 
reduction in vertical activity.^
The holeboard provides independent measures of general motor activity 
(external ambulation and rearing) and directed exploration (head dipping),  ^
which are frequently dissociated with different types of treatments. Our results 
support this notion and indicate that the effects of age and condition were only 
evident in those parameters related to general motor activity.
Extefiial anrdnilitfon Frequency of rearing
M LM O M LM O M LMM LM
CONTROL CONTROL CONTROL
tntamig ambulation
M LM O M LM
CONTROL CONTROL
CONTROL
FIGURE 2. Open-field activity in female mice of different ages; M (mature mice); 
LM (late mature mice); and O (old mice). Histograms represent the mean ± SEM from 
the following number of animals: CONTROL: M (13); LM (7); O (6) and ENRICHED: M 
(12); LM (6); O (6). Significant differences set at P < 0.05. (a) old versus mature mice; 
and (b) old versus mature and late mature mice.
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Late mature animals appeared to be more sensible to enrichment, in relation 
to motor activity (effects in holeboard and EPM), whereas, old animals ap­
peared to be more affected when emotional responses were considered (EPM 
and in the FST).
According to the classical interpretation of the EPM, a decreased percentage 
of time in the open arms is indicative of increased anxiety. From this point of 
view, our data are in disagreement with several studies reporting that enriched 
environment decrease anxiety*® but in accord with other authors that have 
found increased anxiety-related behavior in enriched mice in this test.  ^ The
% H im in nptn u m i
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É
M LM O
ENRKIHED
% O ptn «H it wilritB
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M LM O
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Closed arm antrtes
M LM O 
CONTROL
M LM O
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FIGURE 3. Plus-maze activity in female mice of different ages: M (mature mice); LM 
(late mature mice); and O (old mice). Histograms represent the mean ±  SEM from the 
following number of animals: CONTROL: M (11); LM (7); O (5) and ENRICHED: M 
(11); LM (6); O (6). Significant differences set atP < 0.05. (a) old versus mature mice; (c) 
control late mature versus enriched late mature mice; and (d) control old versus enriched 
old mice.
550 ANNALS OF THE NEW YORK ACADEMY OF SCIENCES
differences might be attributable to methodological aspects. In addition, the 
decreased percentage of time and entries in the open arms might reflect a 
decreased novelty seeking in the enriched mice, as a result of the abundant 
sensory stimulation in their housing conditions. The possible interpretation of 
the EPM from this perspective deserves further investigation.**
In the FST, which is an inescapable situation, climbing behavior was re­
duced in the enriched animals. This reduced escape-related behavior might be 
considered adaptive, because it results in diminished energy expenditure. The 
fact that the reduced escape responses appeared the first day of testing could 
be indicative of a rapid learning ability to cope with this stressful situation.
DayI I rt»nfyto 
2001 nm  floating
Day24.aim icyto 
200-1 fintfloaiing
M LM M LM M LM M LM
CONTROL ENRICHED 
Day 1 floating
CONTROL ENRICHED 
Day 2floating
M LM M LM
CONTROL ENRICHED CONTROL ENRICHED
FIGURE 4. (A) Porsolt test (latency to first floating and time spent in floating behavior) 
in female mice of different ages: M (mature mice); LM (late mature mice); and O (old mice). 
Histograms represent the mean ±  SEM from the following number of animals: CONTROL: 
M (13); LM (7); O (5) and ENRICHED: M (12); LM (6); O (6). Significant differences set 
at P < 0.05. (e) old versus late mature mice.
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FIGURE 5. Porsolt test (time spent swimming or climbing) in female mice of different 
ages: M (mature mice); LM (late mature mice); and O (old mice). Histograms represent 
the mean ± SEM from the following number of animals: CONTROL: M (13); LM (7); O 
(5) and ENRICHED: M (12); LM (6); O (6). Significant differences set at P < 0.05. (d) 
control old versus enriched old mice (f) late mature versus mature and old mice; and (g) 
control mature versus enriched mature mice.
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A B S T R A C T
Aging is a chronic oxidation process in which the immune system is involved. Because leukocyte function is a 
good health marker and longevity predictor, the effects of daily oral administration of N-acetylcysteine (NAC, 
600 mg) on several lymphocyte (adherence, chemotaxis, proliferation, natural killer activity) and neutrophil 
(adherence, chemotaxis, phagocytosis, superoxide) functions, as well as cytokine levels (interleukin-2, tumor 
necrosis factor ol, interleukin-8), were studied in 36 healthy postmenopausal women: 18 aged 50-69 years 
and 18 aged >69 years. In addition, plasma and leukocyte oxidative stress markers (glutathione, superoxide, 
malondialdehyde) were evaluated. These parameters were analyzed within 2 and 4 months of NAC intake 
and 3 months after the end of the supplementation. In parallel, samples from 18 healthy adult women aged 
30-49 years were used as a control age group. The results showed general impairment of immune function 
and increased oxidation markers in postmenopausal women as compared with the control group; however, 
NAC administration significantly improved the parameters studied, bringing their values closer to those of 
younger women and thus exerting a modulatory, radier than a merely stimulatory, action on the immune 
system. These effects were also observed 3 months after the end of supplementation. The present findings 
suggest that a short period of NAC supply (i.e., 2 -4  months) at the dose used may lead to prolonged 
strengthening of immune defenses in postmenopausal women, likely by increasing the leukocyte glutathione 
pool. Thus, NAC could contribute to maintenance of good health and quality of life in postmenopausal women 
by decreasing the probability of immune system-related diseases, such as infections, in aging.
® 2008 Elsevier Inc All rights reserved.
The process of aging is the result of chronic oxidative stress which 
ects living organisms, owing to the imbalance between endogenous 
oxidant and oxidant compounds. This progressive oxidation leads to 
mage of biomolecules, which ultimately causes the age-related 
dine in physiological functions, including immune function [1,2]. 
rthermore, as immune cell function is particularly linked to generation 
reactive oxygen species, this oxidant-antioxidant balance is essential 
immune cells, which are, in addition, highly sensitive to damage 
their biomolecules caused by oxidative stress [3j. For these reasons, 
immune system is especially sensitive to the aging process, and 
reover, its impairment exerts a great influence on age-related
Abbreviations: AJ, Adherence Index; BHT, butyiated hydroxytoluene; □ , Chemotaxis 
ex; DTNB, 5,5'-cfiithiobis(2-nitTDbenzoic acid); GSH, total glutathione; HPLC, high 
ormance liquid chromatography; IL, interleukin; LDH, lactate dehydrogenase; IPS, 
polysaccharide; IMDA malondialdehyde; NAC N-acetylcysteine; B-NADPH, B-nicod- 
ide adenine diniucleotide phosphate, reduced form; NET, nitroblue tétrazolium; NF-kB, 
lear factor kB; NIC. natural killer; PI, Phagocytic Index; PHA phytohemagglutinin: PBS, 
sphate-buffered saline; ROS, reactive oxygen species; TEA 2-thiobarbituric acid; TCA 
hloroacetic acid; TNF, tumor necrosis factor.
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morbidity and mortality [2j. Thus, the risk and severity of infections, 
as well as susceptibility to cancer, are increased with advanced age, 
evidencing the overall decline in host immunity in the elderly [4]. In 
addition, the capacity to maintain adequate immune function has been 
shown to be a good health marker and a predictor of increased longevity 
[5,6]. This has been demonstrated specifically with regard to immune 
cell chemotaxis, phagocytosis, superoxide anion levels, lymphoproli- 
feration, natural Idller (NK) activity, and release of interleukin-2 (lL-2) 
and tumor necrosis factor-a (TNF-a) [6-10]. In this respect, it has been 
reported that leukocyte function is preserved in centenarians, which 
may be related to the ability of these individuals to reach their very 
advanced age in healthy condition [11]. Furthermore, given that im­
mune cells are an important source of oxidant and proinflammatory 
compounds, contents of both must be tightly controlled by the anti­
oxidant defenses, as increased levels of those compounds may damage 
not only immune cells, but also the surrounding cells and tissues [2,12].
Moreover, an antioxidant deficit has been related to impaired im­
mune responses, leading to frequent and severe infections that result 
in increased mortality [12]. In relation to antioxidant defenses, gluta­
thione (GSH) is the principal intracellular nonprotein thiol and plays a 
major role in preservation of the intracellular redox state. The key 
biological function of GSH is to act as a nonenzymatic reducing agent.
1-5849/$ -  see front matter ® 2008 Elsevier Inc. All rights reserved. 
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preventing oxidative stress in most cells, tissues, and organs [13). With 
aging, there is a decrease in this GSH content, which has been ob­
served in a variety of cells and tissues, including those of the immune 
system [14,15]. This progressive decrease in the ability to remove free 
radicals along with the aging process induces oxidation of the cell 
components including lipids, which leads to the disruption of mem­
brane organization [16]. In addition, lipid peroxides degrade into 
reactive aldehyde products, such as malondialdehyde (MDA), which 
can covalently bind to proteins and alter their function and, therefore, 
the functions of the cell [17].
In view of the preceding, exogenous administration of thiolic 
compounds, such as N-acetylcysteine (NAC), could have favorable 
effects, improving the age-related impairment of immune function, 
acting not only as GSH precursor and thus replenishing its levels [18], 
but also neutralizing free radicals in a direct manner [19]. Moreover, 
diet supplementation with NAC improves immune function in 
biologically aged mice [20,21]. Likewise, in the present work, the 
effect of NAC administration (600 mg/day) for 2 and 4 months on 
some key lymphocyte and neutrophil functions, and cytokine levels, 
which show age-related changes [2.22,23], has been studied in 
postmenopausal women. In addition, for the aforementioned reasons, 
GSH and MDA levels were also measured.
Materials and methods
Participants
All subjects studied in the present work were Spanish and 
recruited from the population of Madrid. The inclusion criteria were 
postmenopausal status, age >49 and >69 years, and healthy condition, 
which was defined as the absence of pathology or findings of clinical 
significance in the following general laboratory parameters: glucose, 
urea, creatinine, alanine and aspartate transaminases, bilirubin, 
alkaline phosphatase, hematocrit, hemoglobin, mean corpuscular 
volume and hemoglobin, and blood cell counts (platelets, erythro­
cytes, leukocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils, 
and basophils). Exclusion criteria were severe general pathology, 
immune diseases, cancer, dementia or cognitive alteration, chronic 
respiratory disease, hypertension, diabetes, life expectancy less than 1 
year, poor collaboration level, and intake of acetylcysteine, vitamins, 
antioxidants, or any drug influencing the immune system (including 
estrogens and progestagens) during the previous 6  months.
Women older than 49 (50-69 years) were recruited from workers 
of San Carlos Clinical Hospital and Complutense University of 
Madrid, whereas participants older than 69 were users of the 
geriatric service of the same hospital and belonged to the “Success­
ful Aging” Program. A total of 1000 potential participants were 
randomly selected, from which 600 were contacted and asked to 
participate in the study. Of these, 140 subjects accepted and met the 
inclusion criteria, but 90 were excluded based on the aforemen­
tioned exclusion criteria. A sample size of about 20 individuals per 
experimental group was calculated according to standard deviations 
from the means of parameters in groups under study, error of 
a -0.05, power of 80%, and risk of retirement of 10%, which was 
considered greater in the women >69 than in those aged 50-69. 
Finally, 19 women aged 50-69 and 21 women >69 were randomly 
selected. The study began with 40 participants who attended the first 
clinical interview: however, 4 (1 woman 50-69 and 3 women >69) 
refused to continue and did not come to the second clinical inter­
view. Afterward, 2 women older than 69 decided to leave the project: 
one in the third clinical interview and the other in the fourth. Thus, 
18 women aged 50-69 years and 16-18 women >69 years were 
studied.
An adult control group of 18 volunteers were evaluated. These 
participants were relatives, friends, or colleagues of the research 
group. The subjects were all women. The inclusion criteria were age
30-49 and healthy condition. Exclusion criteria were the same as 
the experimental groups. '
All participants received information about the purpose of 
study and gave their written consent for use of their blood samp 
for scientific research. Informed consent was sought from poten 
participants before beginning any specific procedure relative to 
study. Interviews were conducted in a private room of the Depa 
ment of Geriatrics of San Carlos Clinical Hospital by the resid 
physicians Cesâreo Fernandez and Antonio Rodriguez. Blood samp 
(peripheral blood drawn by venipuncture) were always collected 
the same time (to control for the effect of circadian variation 
immune parameters) and during the course of each clinical intervi 
in tubes containing citrate (80 Vacutainer Systems, Spain). 31 
samples of subjects from experimental groups were taken bef 
beginning NAC administration, 2 and 4 months thereafter, and 
months after the end of treatment. Samples from adult controls w 
drawn once only, and spread across the study period.
This study was approved by the ethical committee of clini 
research of San Carlos Hospital of Madrid and was in compliance w 
the principles of the Declaration of Helsinki, the World Medi 
Association, and the official current regulations. A clinical trial 
nitor (Phidea, S.L) ensured adequate progression of the study un 
the mentioned terms.
The antioxidant investigated: N-Acetylcysteine
NAC derives from a biological amino acid, acetylcysteine, and t 
has a high degree of safety. In the research described here, a phase 
study was developed using an active principle of an authori 
pharmaceutical product. This product was Flumil (manufactured 
Zambon Group, SpA, Italy, and provided by Pharmazam, SA, Spa 
for oral use in effervescent tablets each containing 600 mg of 
Flumil is available without prescription at pharmacies in Spain an 
commonly used as a mucolytic. The daily dose was 600 mg 
dissolved in half a glass of water administered at night shortly bef 
going to bed for 4 months. Correct administration was checked at e 
clinical interview.
Clinical interviews
A total of four interviews were performed with subjects in 
experimental groups. The first interview was done on Day 1 for 
final selection of participants, whereas subsequent interviews w 
carried out to check the progress of the study, including correct int 
of NAC The second visit was done 2 months after beginning 
intake, the third was carried out 4 months afterward (last day of 
treatment), and the fourth interview was done 3 months after the 
of treatment (7 months after beginning of the study). Blood samp 
were drawn during each clinical interview.
Demographic data, as well as data on other drugs used, w 
collected during the first clinical interview. In addition, in that fi 
interview, participants underwent a complete physical, symptom 
and functional examination. The participants were then given 
antioxidant and explained its correct intake. Changes in the situati 
of the participants and any adverse events were evaluated 
subsequent interviews. General laboratory parameters—gluco 
urea, creatinine, alanine and aspartate transaminases, biliru 
alkaline phosphatase, hematocrit, hemoglobin, mean corpuscu 
volume and hemoglobin, and blood cell counts (platelets, eryth 
cytes, leukocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinoph 
and basophils)—did not show any changes of clinical releva 
confirming the safety of Flumil. Only two adverse events likely rela 
to treatment were reported: constipation in a woman in the grou 
50- to 69-year-olds and back pruritus in a woman in the group > 
years. The latter woman decided to leave the study and was 
included in the final analysis. Both complaints resolved with
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plications. Conversely, most of the participants (95% of the 
pie) reported, throughout the project, a feeling of general 
provement and fewer infections as compared with their situation 
ore treatment
herence capacity
For measurement of adherence capacity, the method described by 
la Fuente et al. [24] was used. This method mimics, in vitro, cellular 
herence to endothelium in vivo. Briefly, 500 pi of blood diluted 1:1 
th Hank's medium were placed in a Pasteur pipet in which 50 mg of 
Ion fibers were packed to a height of 125 cm. After 10 min, the 
uent had drained by gravity. The Adherence Index (Al) for 
utrophils and lymphocytes was calculated according to the equa- 
n AI=[(cells/mlinitiarcells/mleffluent)/(cells/mlinitiai)]^  1 0 0 .
mor necrosis factor-a and interleukin-8 levels
TNF-a and lL- 8  levels were measured in culture supernatants of 
al blood in the presence of lipopolysaccharide (LPS, Escherichia coli 
5:B5, Sigma, St Louis, MO, USA), following a method previously 
scribed [25]. Briefly, 500 pi of blood were diluted 1:1 with RPMl- 
medium without L-glutamine (Gibco, Burlington, ON. Canada) 
d incubated with 10 pi gentamicin (1 mg/ml, Gibco) and 10 pi LPS 
50 ng/ml) for 4 h. Samples were centrifuged, and supernatants were 
llected and frozen at -20 °C until assay. TNF-a and lL- 8  levels were 
asured using an EUSA kit (Diaclone Research, Besançon, France), 
th minimum detectable doses of TNF-a and lL- 8  under 10 and 
pg/ml, respectively. The results were expressed as picograms per 
lliliter.
lotion of human blood neutrophils and lymphocytes
Peripheral blood neutrophils and lymphocytes were obtained 
llowing a method previously described [26], by gradient sedimenta- 
n using 1.119 density Hystopaque (Sigma) for neutrophil separation 
d 1.077 density Hystopaque (Sigma) for lymphocytes. Cells from 
th interfaces were washed twice in phosphate-buffered saline (PBS) 
lution. Pelleted cells were resuspended and diluted to a final con- 
ntration of 1 0 ® or 5x10® neutrophils/ml and 1 0 ® lymphocytes/ml 
edium. Cell viability was checked with the trypan blue (Sigma) 
elusion test before and after each assay, and was equal to or higher 
an 99% in all cases.
Noviglio, Italy) for 30 min at 37 “C in a humidified atmosphere of 5% 
CO2 . The adhered monolayer obtained was washed with prewarmed 
PBS, and then 200 pi Hank's solution and 20 pi latex beads (1%) were 
added. After 30 min of incubation under the same conditions, plates 
were washed, fixed, and stained, and the number of particles ingested 
by 100 neutrophils, the Phagocytic Index (PI), was determined by 
counting in an optical microscope (lOOx).
Superoxide anion levels
Superoxide anion, the first free radical generated in the respiratory 
burst, was evaluated assessing the reduction of nitroblue tétrazolium 
(NBT) in neutrophils. This was carried out following the method 
described by De la Fuente et al. [27] slightly modified as follows. 
Aliquots of250 pi neutrophil suspension (10® cells/ml Hank's medium) 
were mixed with 250 pi NBT (1 mg/ml in Hank's solution. Sigma), and 
50 pi of Hank's medium and 50 pi of the latex bead suspension (1%) 
were added to nonstimulated and stimulated samples, respectively. 
After 60 min incubation, the reaction was stopped, samples were 
centrifuged, supernatants were discarded, and intracellular reduced 
NBT was extracted with dioxan. Eventually, supernatant absorbance 
was measured at 525 nm with endpoint spectrophotometric assay. 
The levels of superoxide measured are the result of anion generation 
and neutralization by antioxidant defenses present in the cells. The 
results were expressed as nanomoles per 1 0 ® cells using a pattern 
curve.
Lymphoproliferation
A previously described method was used [26,27]. Aliquots of200 pi 
lymphocyte suspension (1 0 ® cells/ml complete medium containing 
RPMl-1640 [Gibco] supplemented with 1% gentamicin [1 mg/ml, 
Gibco] and 10% fetal calf serum [PAA], previously heat-inactivated for 
30 min at 56 °C) were dispensed in 96-well plates (Orange Scientific, 
Belgium), and 20 pl/well phytohemagglutinin (PHA, Flow Labora­
tories) at 25 pg/ml was added. After 48 h incubation at 37 °C in a 
humidified atmosphere of 5% CO2 , 2.5 pCi [®H]thymidine (ICN) were 
added to each well, followed by another 24 h incubation. Cells were 
harvested in a semiautomatic microharvester, and thymidine uptake 
was measured in a beta counter (LKB, Uppsala, Sweden) for 1 min. The 
results were expressed as [®H]thymidine uptake (counts per minute).
Interleukin-2 levels
emotaxis
Chemotaxis was evaluated according to the technique described by 
la Fuente et al. [24], using chambers with two compartments 
parated by a polycarbonate filter (3-pm pore diameter, Millipore 
rica, Madrid, Spain). Aliquots of 300 pi neutrophil and lymphocyte 
0® cells/ml Hank's medium) suspensions were deposited in the 
per chamber compartment Aliquots of 400 pi formyl-Met-Leu-Phe 
M, Sigma), used as chemoattractant agent, were placed in the 
er compartment Chambers were incubated for 3 h at 37 “C in a 
midified atmosphere of 5% CO2 . Then, filters were fixed and stained, 
d the Chemotaxis Index (Cl), which represents the number of 
utrophils and lymphocytes counted in 2 0  microscope fields of the 
er face of the filter, was determined using an immersion objective 
OOx).
agocytosis
Phagocytosis of inert particles (latex beads, 1.09-mm diameter, 
ma) was assayed according to the method described by De la 
ente et al. [24]. Aliquots of 200 pi neutrophil suspension (5x10® 
lls/ml Hank's medium) were incubated on MIF plates (Karter,
IL-2 levels were determined in supernatants of lymphocyte cul­
tures in the presence of PHA, following a method previously described 
by us [28]. After 48 h of incubation with PHA (25 pg/ml), supernatants 
were collected and frozen at -20 °C until assay. lL-2 was measured 
using an ELISA kit (Diaclone Research), with a minimum detectable 
dose of lL-2 less than 10 pg/ml. The results were expressed as pico­
grams per milliliter.
Cytotoxicity
For measurement of target cell cytolysis, we used an enzymatic 
colorimetric assay (Cytotox 96, Promega, Boeringher Ingelheim) that 
is based on lactate dehydrogenase (LDH) determination using 
tétrazolium salts [27]. Human tumoral K562 cells were used as the 
target in the NK assay. Cells were mantained in complete medium. 
Target cells were seeded in 96-well U-bottom culture plates (Orange 
Scientific) at 10^  cells/well in RPMl-1640 without phenol red (Gibco). 
Effector cells, that is, mononuclear leukocytes, were added at 10® cells/ 
well. The effector/target ratio was 10/1. Plates were centrifuged at 
250g for 5 min to facilitate cell contact and incubated afterward for 4 h 
at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2 . Then, they were 
centrifuged again, and LDH enzymatic activity was measured in 50 pi/
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well supernatant by adding enzyme substrate and recording absor­
bance at 490 nm. Three kinds of control measurements were per­
formed: a target spontaneous release, a target maximum release, and 
an effector spontaneous release. To determine the percentage of lysis 
of target cells, we used the equation % lysis=[(f-ES-TS)/(M-TS)lx 
1 0 0 , where £ is the mean of absorbance values in the presence of 
effector and target cells; ES is the mean of absorbance values of 
effector cells incubated alone; TS is the mean of absorbance values in 
target cells; and M is the mean of maximum absorbance values after 
incubation of target cells with lysis solution.
Plasma preparation
Plasma samples were prepared from 1 ml of blood with citrate 
(0.9:0.1) by centrifugation at lOOOg for 20 min.
Total glutathione levels
Total GSH was assayed by the method of Tietze [29], with some 
modifications [30], by monitoring the change in absorbance at 
412 nm. Briefly, 1-ml aliquots of neutrophil and lymphocyte suspen­
sions (10® cells/ml Hank’s medium) were centrifuged at 1200g for 
10 min at 4 °C. Pelleted cells were resuspended in medium containing 
5% trichloroacetic acid (TCA, Panreac, Spain) in 0.01 N HCI (Panreac). 
Then, samples were sonicated and centrigufed at 3200g for 5 min at 
4 “C. Aliquots of the supernatants of immune cells and plasma samples 
were measured using the following reaction mixture: 5,5'-dithiobis(2- 
nitrobenzoic acid) (DTNB, 6  mM, Sigma), -^nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate, reduced form (^NADPH, 0.3 mM, Sigma), 
and glutathione reductase (10 U/ml, Sigma). The reaction was 
monitored for 240 s, and the results were expressed as nanomoles 
per 1 0 ® cells or micromolar.
Malondialdehyde levels
Lipid peroxidation damage was assessed as the formation of MDA. 
MDA levels were quantified by HPLC as previously described by 
Chirico et al. [31 ], with some modifications. For MDA determination, 
plasma samples were mixed with the reagents H3 PO4  (0.44 M, Fluka), 
2-thiobarbituric acid (TBA, 42 mM, Sigma), and butyiated hydro­
xytoluene (BHT, 3 mM, Sigma), and incubated at 95 °C for 30 min. The 
reaction was stopped vrith ice, and n-butanol (Panreac) was added to 
extract the organic phase. Afterward, supernatants were injected into 
the HPLC column (Novapack CIS, 15 cmx 3.0 mm. Waters). The eluate 
from the HPLC was monitored at 532 nm in a Waters 486 ultraviolet 
detector. Standard curves were constructed daily using MDA-bis 
(dimethyl acetal) solution (Sigma). The results were expressed as 
micromolar.
Statistical analysis
The results were expressed as means ± SE. Normality of the samples 
was checked with the Kolmogorov-Smimov test, and homogeneity of 
variances, with the Levene test. Differences resulting from age were 
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), whereas differ­
ences resulting from treatment, in each experimental group, were 
evaluated with Student's t  test for related samples. The Sidak test 
with a level of significance set at P<0.05 was used for post hoc 
comparisons.
Results
Leukocyte Junction
The data on neutrophil and lymphocyte function in 30- to 49-year 
old women and in postmenopausal women older than 49, before and
after NAC administration, are illustrated in Figs. 1 and 2. Aging 
the general effect of decreasing the chemotactic capacity of 
neutrophils and lymphocytes, the phagocytic function of neutrop 
and proliferation in response to mitogens as well as the natural Id 
activity of mononuclear leukocytes (P< 0.001). Aging increased 
superoxide anion levels of neutrophils at rest (P< 0.001) as well 
under stimulation (P< 0.005). These changes were observed in the 
to 69-year-old women and remained similar in those older than 
in the latter, superoxide anion level of neutrophils, especially un 
basal conditions (Fig. ID), and PHA-stimulated lymphoproliferati 
(Fig. 2C) changes, were particularly significant.
Neutrophil and lymphocyte adherence capacity did not cha 
with age, whereas it was decreased by NAC administration (Figs. 
and 2A). This was observed after 2 months of NAC treatment in 
women in their fifties (P<0.01 for neutrophils, P<0.05 for lymp 
cytes) and women in their seventies (P<0.001 and P<0.01, res 
tively), and was more relevant at 4 months (P< 0.001). The effect 
adherence remained 3 months after the end of treatment for 
neutrophils (P<0.05) and lymphocytes (P<0.05 in women >69 yea 
Throughout treatment, neutrophil adhesion was lower in postme 
pausal women than in the younger control group (Fig. lA), whe 
lymphocyte adherence in postmenopausal women reached sig 
cantly lower values only after 4 months of NAC treatment (Fig. 2
This diminished adherence with NAC supplementation was 
agreement with the progressive increase in chemotaxis (Figs. IB 
2B), which was detectable after 2 months of NAC administration in 
50- to 69-year-old women (P<0.05 for neutrophils, P< 0.001 
lymphocytes) and in those older than 69 (P<0.001), but was m 
relevant after 4 months of treatment (P< 0.001). The effect persist 
months after the end of supplementation in lymphocytes (P< 0.001 
50- to 69-year-olds and P<0.05 in those >69) and was even m 
evident (P< 0.001) in neutrophils. Leukocyte chemotaxis of p 
menopausal women reached values similar to those of adult con 
after 2 months (neutrophil chemotaxis in women >69 and lympho 
chemotaxis in 50- to 69-year-olds) or 4 months (neutrophil chemo 
in 50- to 69-year-olds) of oral administration of NAC. The chemota 
capacity of leukocytes from postmenopausal women was significa 
higher than that of leukocytes from the controls, after 4 months of 
for lymphocytes (P< 0.001 in 50- to 69-year-olds, P<0.05 in those > 
and 3 months after the end of supplementation for neutrophils (P< 0. 
in 50- to 69-year-olds, P<0.01 in women >69). Moreover, lymph 
chemotaxis remained at the level of controls 3 months after the en 
treatment
In addition, the phagocytic capacity of neutrophils was impro 
by NAC administration (Fig. 1C), being increased after 2 months 
treatment in both groups of postmenopausal women (P<0.05 in 50 
69-year-olds, P<0.001 in women >69), and even more relevant a 
months (P< 0.001). This effect remained 3 months after the end 
treatment (P<0.01). Intake of the antioxidant brought phago 
function to values closer to those of the younger control group.
With respect to intracellular superoxide anion levels under b 
conditions (Fig. ID), there was a significant decrease after 2 mon 
of NAC administration, which remained 4 months thereafter, 
decrease was more significant in the women older than 69 (P<0. 
than in the 50- to 69-year-olds (P<0.05); the elderly (>69) wo 
were those with the higher levels before treatment (P< 0.001). 
beneficial effect remained in this group 3 months after the end 
treatment (P<0.05). Basal superoxide anion levels in postmenopa 
women decreased to values similar to those of the younger con 
women after NAC supplementation. In addition, stimulated superox 
anion levels decreased after 2 months of NAC administration in 
groups of postmenopausal women (£<0.001 in 50- to 69-year-o 
P<0.01 in women >69), and these changes were more relevant 
4 months of treatment (P< 0.001 ). This effect remained in both gro 
3 months after the end of treatment (P< 0.05 and P< 0.01, respective 
NAC treatment brought the stimulated superoxide levels to val
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1. Adherence Index (percentage o f neutrophil adherence to nylon fibers) (A), Chemotaxis Index (number of neutrophils) (B), Phagocytic Index (number of latex beads/100 
trophils) (C), and superoxide anion levels in nonstimulated and stimulated samples (nmol/10® neutrophils) (D) of human peripheral neutrophils from 30- to 49-year-old women 
ntrois), and postmenopausal women of 50-69 years and older than 69 before NAC administration, after 2 and 4 months of NAC administration, and 3 months after the end of 
atment. Each column represents the m eant SE of 16-18 values corresponding to that number of subjects, each value being the mean of duplicate assays. ***P<0.001, **P<0.01, 
0.05 with respect to the value before NAC administration. “ P<0.001, “P<0.01, P<0.05 with respect to the value for 30- to 49-year-old women. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 
h respect to the value for 50- to 69-year-old women.
ilar to those of the control group ( in the case of women > 69 ) or even 
er (P<0.05, in the 50- to 69-year-olds).
Lymphoproliferative capacity in response to PHA improved in a 
gressive fashion with NAC supplementation (Fig. 2C). This function 
owed a significant increase after 2  months of treatment in both 
ups of postmenopausal women (P<0.05 in the 50- to 69-year-olds, 
0.01 in women >69), and was more relevant after 4 months of 
ministration (P< 0,001) and 3 months after the end of treatment 
<0.001). NAC brought the lymphoproliferation values of the 50- to 
-year-old women progressively closer to those of the adult 
men (P< 0.001 before treatment, P<0.01 3 months after the end 
treatment), whereas after 2 months of NAC the women >69 reached 
lues similar to those of the 50- to 69-year-olds, and maintained 
se levels throughout the whole study.
Finally, NK activity (Fig. 2D) increased after 2 months of treatment 
both groups of postmenopausal women studied (P<0.01 in 50- to 
-year-old women, P< 0.001 in women older than 69), and was more 
evant after 4 months of treatment (P< 0.001 ). This effect remained 3 
nths after the end of treatment (P<0.01 and P< 0.001, respectively).
NAC brought the NK function of postmenopausal women to values 
closer to those of the younger controls (P< 0.001 before treatment in 
50- to 69-year-olds, P<0.05 after 4 months of treatment).
Cytokines
Aging had the general effect of decreasing the levels of lL-2 in the 
supernatants of lymphocyte cultures stimulated with PHA (P< 0.001), 
which was more noteworthy in women older than 69 (P< 0.001 as 
compared with the control group) (Fig. 3A). In addition, aging had no 
significant effect on TNF-a (Fig. 3B) and lL- 8  (Fig. 3C) levels measured 
in the supernatants of total blood cultures stimulated with LPS. 
However, a trend for TNF-a levels to increase with age was observed, 
and was significant in women older than 69 (P<0.05 as compared 
with the control group).
NAC raised the levels oflL-2 (Fig. 3A) statistically significantly after 
2 months of treatment (P<0.05 in 50- to 69-year-old women, P<0.01 
in women >69), being more relevant after 4 months (P<0.01 and 
P< 0.001, respectively). This effect remained 3 months after the end of
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treatment in the women older than 69 (P<0.01), who had values 
similar to those of the control group after NAC treatment throughout 
the whole study.
TNF-a (Fig. 3B) decreased after 2 months of NAC treatment 
(P<0.01 in 50- to 69-year-old women, P< 0.001 in women >69). This 
effect persisted after 4 months of administration and 3 months after 
its end (P< 0.001 ). NAC brought TNF-a levels in women older than 69 
to values similar to, or even lower than (P<0.05 with 4 months of 
supplementation), those of the 30- to 49-year-old women. In 50- to 
69-year-old women, TNF-a also reached levels lower than those of the 
30- to 49-year-olds, after 4 months of treatment (P< 0.001) and 3 
months after its end (P<0.05).
In addition, NAC reduced the levels of IL- 8  (Fig. 3C) after 2 months 
of administration (P<0.05), which was more relevant after 4 months 
(P<0.01 ). The effect remained 3 months after the end of treatment in 
the 50- to 69-year-old women (P<0.05). These women had levels of 
lL- 8  lower than those of the 30- to 49-year-olds after 4 months of NAC 
treatment (P<0.01), whereas the women older than 69, at that point 
of the study, had levels lower than those of all younger women 
(P<0.05).
Oxidative stress
The results on neutrophil superoxide levels were described a 
(Fig. ID).
Additionally, aging had the general effect of decreasing 
intracellular GSH content of lymphocytes and neutrophils as wel 
the circulating plasma levels of this antioxidant (P<0.001) (Fig. 
These changes were observed in the 50- to 69-year-old women 
persisted in those older than 69. Nevertheless, lymphocytes of wo 
older than 69 had a higher GSH content compared with lymph 
of 50- to 69-year-old women (P<0.01) (Figs. 4A, B), In add: 
lymphocytes had higher levels of GSH than neutrophils in the a 
control group (P<0.01), and these differences increased from ag 
onward (P< 0.001 ). NAC supplementation increased the intracell 
content of GSH in both types of leukocytes (Figs. 4A, B). which did 
occur in plasma (Fig. 4C). The increase in the GSH levels of imm 
cells was detectable after 2 months of treatment (P<0.01 in 1 
phocytes and neutrophils of 50- to 69-year-old women, P<0.0 
neutrophils of women >69), being more relevant at 4 mo 
(P< 0.001 in neutrophils of both groups of postmenopausal wo
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Fig. 4. GSH levels in human peripheral lymphocytes (nmol/10® lymphocytes) (A), 
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Fig. 5. MDA levels (pM) in plasma samples from 30- to 49-year-old women (controls), 
and postmenopausal women of 50-69 years and older than 69 before NAC administra­
tion, after 2 and 4 months of NAC administration, and 3 months after the end of 
treatment Each column represents the mean+SE of 16-18 values corresponding to that 
number of subjects, each value being the mean of duplicate assays. ***P<0.001, 
**P<0.01 with respect to the value before NAC administration. “ P< 0.001, "P<0.01 with 
respect to the value for 30- to 49-year-old women. ***P< 0.001, **P<0.01 with respect to 
the value for 50- to 69-year-old women.
and in lymphocytes of 50- to 69-year-old women, P<0.05 in lympho­
cytes of women >69). This effect persisted in both lymphocytes and 
neutrophils of 50- to 69-year-old women (P< 0.001 ) and of those older 
than 69 (P<0.05 and P<0.01, respectively). 3 months after the end of 
treatment
Finally, plasma MDA levels (Fig. 5) increased with aging (P<0.001 ). 
as observed in the 50- to 69-year-old women (P< 0.001 as compared 
with the values in the 30- to 49-year-olds) and more evidently in 
those older than 69 (P<0.01 as compared with the values in the 50- to 
69-year-olds). NAC decreased the levels of plasma MDA in both groups 
of postmenopausal women following 2  months of treatment 
(P< 0.001). which persisted after 4 months (P< 0.001) and 3 months 
after the end of treatment (P< 0.001 in 50- to 69-year-old women. 
P<.01 in women older than 69). Thus. NAC brought plasma MDA 
levels in 50- to 69-year-old postmenopausal women to values similar 
to those of younger women (control group) throughout the study. In 
addition, plasma MDA in women older than 69 decreased to the levels 
of 30- to 49-year-old women after 2 months of NAC treatment, and 
remained similar to those of 50- to 69-year-old women after 4 months 
of supplementation and 3 months after its end.
Discussion
The work described here demonstrates that a short period sup­
plementation with NAC (600 mg/day) in postmenopausal women 
significantly improves lymphocyte and neutrophil function, as well as 
cytokine levels, which suffer age-related alterations resulting in im­
paired immune responses, bringing their values closer to those of 
healthy adult controls, and thus exerting a modulatory and not a 
merely stimulatory effect on the immune system. These results con­
firm previous data collected by our research group on biologically aged 
mice [20.21 ]. Moreover. NAC increases the decreased intracellular GSH 
content of leukocytes of postmenopausal women with no changes in 
plasma levels, whereas it diminishes the increased plasma MDA 
concentrations. In general, the beneficial effects of NAC in postmeno­
pausal women are observed after 2  months of administration, being 
more evident after 4 months, and last, at least in part. 3 months after 
the end of supplementation.
The dysregulation as well as the overall decline in host immu 
observed in the elderly are evidenced by the higher risk and seve 
of infections and the increased susceptibility to cancer with advan 
age [4,32]. Age-related alterations in the immune response have 
extensively studied, and T cells are considered to be most suiscepti 
to immunosenescence [1.4,32]. With respect to cellular immunity. I 
widely believed that the lymphoproliferative response to antigens 
mitogens, such as PHA, decreases with age. which is coincident 
the decline in IL-2 levels, in agreement with the present res 
[2,26,27,33,34]. Moreover, migration of mononuclear leukocytes to 
focus of infection was also found to be impaired in elderly wom 
confirming previous work of our research group [23.27]. As rega 
innate immunity, a growing body of evidence is accumulating on 
decrease in NK activity with aging [2,23,27]. In addition, altho 
phagocytes were thought to play a less critical role in the imm 
dysftmction occurring in the elderly, recent studies point to 
general decline in function of these cells, including phagocytosis 
chemotaxis. as one major reason for the susceptibility and vuln 
ability to bacterial and viral infections among aged subjects, wh 
stand out as the most common causes of illness and death in 
elderly [23,27.30,33]. However, leukocyte adherence did not chang 
postmenopausal women, whereas in previous work by our resea 
group, this function increased in elderly men and women [ 
Nevertheless, the control adult group used by De la Fuente et al. [ 
was younger than that used in the present work. Adherence 
leukocytes is the first event in immune and inflammatory respon 
preceding migration to the focus of infection, and is especi 
sensitive to oxidative stress, being stimulated by free radicals [ 
Therefore, changes in this function might occur at early stages of 
aging process, leading to the lack of differences we found. Howe 
the present work did show that other immune parameters, a 
closely related to the oxidative and inflammatory stress affecting c 
were increased in elderly women, that is, basal and stimula 
superoxide anion in neutrophils and TNF-a in total blood cultu 
responding to LPS, which agrees with several studies [27]. Finally, 
respect to IL-8 . increased levels of this chemokine have been descri 
in basal whole blood assays in elderly subjects, with no differences 
compared with adults under LPS-stimulating conditions, in agreem 
with the present results [35], However. lL- 8  is an early cytokine, 
thus, as mentioned above in regard to leukocyte adherence, change 
its levels might occur early in life. Future studies considering youn 
adult controls are needed to confirm these hypotheses.
As GSH is the major scavenger of ROS and certain imm 
functions are highly sensitive to those, even a moderate depletion 
the intracellular GSH pool has important consequences for a varie 
leukocyte functions, those dependent on IL-2, such as T- 
proliferation and NK activity, being especially sensitive [36]. Sev 
studies have reported decreased levels of plasma GSH in the eld 
[37.38]. As described by Jones et al. [38). the striking and rapid decl 
in the plasma GSH antioxidant system occurs near the age of 50. wh 
is compatible with the present results. Other authors have fo 
decreased levels of lymphocyte GSH in the elderly, with 60- to 
year-old subjects having levels lower than half those detected in c 
from 20- to 40-year-old individuals [39]. Our results demonstrate t 
GSH content of lymphocytes and neutrophils, as well as plasma G 
decreases very markedly in 50- to 69-year-old postmenopa 
women, and remains at similar levels in those older than 69. 
the important decline in GSH is coincident with the loss of estrog 
activity, which is in agreement with other research showing 
induction of genes encoding antioxidant enzymes, such as th 
involved in GSH kinetics, by the interaction of estrogens with 
receptors [40]. However, lymphocytes from women older than 69 
GSH levels higher than those of 50- to 69-year-old women, wh 
could indicate a more preserved homeostasis in those cells than 
neutrophils. Lymphocytes could produce more GSH or preserv 
better in the face of the higher oxidative stress occurring iin the eld
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], which is ilso shown in the present work by the increased 
utrophii supeioxide anion and plasma MDA levels, the latter being 
predictor of mortality in aged humans [41]. Indeed, we have 
viously shown in mouse models that lymphocyte GSH increases 
the presence of oxidative stress, such as endotoxic shock [42], 
which those cells preserve their GSH content better than do 
agocytes [43].
As some authors have concluded that the changes in redox status 
th aging can be reversed [38], either nutritional or therapeutic 
terventions could be developed to accomplish this reversal. Mow­
er, given that GSH does not enter the cell easily but is synthesized 
tracellularly, its direct administration is not a suitable procedure for 
creasing cell thiol levels [44]. Therefore, alternative strategies 
ould be used to supply precursor amino acids [45] and/or inductor 
ents for GSH qmthesis [46]. Nevertheless, the amino acid cysteine is 
sily oxidized and relatively unstable. In addition, some of its forms 
e not well absorbed, whereas cells and tissues exhibit relatively low 
ansport activity for them. As most cells and tissues show high 
ansport activity only for the reduced form of cysteine, the relatively 
able synthetic cysteine derivate NAC stands out as a potentially 
ective supplement [15]. In addition to being a precursor of intra- 
llular GSH [18], NAC stimulates the activity of cytosolic enzymes 
volved in GSH recovery, such as GSH reductase [47], and even acts as 
direct antioxidant by reducing ROS through its thiol group [19]. 
deed, our results provide evidence that NAC could exert its 
nehcial effects on immune function significantly by increasing the 
11 GSH pool. Besides, although leukocyte GSH significantly increases 
ith NAC administration in postmenopausal women in both their 
es and seventies, GSH levels do not reach the values measured in 
unger adult women, which may indicate decreased activity and/or 
pression of the enzymes involved in GSH synthesis in the elderly 
]•
The administration of NAC has been proven, in previous studies, to 
a strategy for enhancing immune defenses when there is diagnostic 
idence of glutathione or cysteine deficiency. Breitkreutz et al. [49] 
owed, in two randomized placebo-controlled studies, that NAC 
ministration in HIV-infected patients, who suffer from abnormally 
w cysteine and glutathione levels [50], leads to significant enhance- 
ent of several immunological functions, including antigen-induced 
cell proliferation and restoration of NK cell activity to near-normal 
vels. Other authors [51 ] have reported significantly improved 2-year 
rvival rates among these patients after NAC treatment, although 
neral acceptance of this study was compromised by the lack of 
orous randomization. Besides, some authors have considered the 
ing process as a glutathione or cysteine deficiency syndrome [15]. 
cordingly, Breithaupt et al. [52] found that NAC treatment in aged 
esus monkeys reverses the decreased mitogenic responses and 
-2 synthesis in CD4* and CDS* T cells. The present results indi­
te that NAC supplementation increases impaired PHA-induced 
mphoproliferation and IL-2 levels, as well as NK activity, in elderly 
omen.
Moreover, this work shows that the increase in levels of LPS- 
duced TNF-a in whole blood assays with aging are decreased by NAC 
eatment. This is in accordance with previous studies that demon­
rated that the increase in plasma TNF-a concentration in frail elderly 
dividuals subjected to physical exercise was completely prevented 
cysteine supplementation [53]. In addition, we observed a 
gnificant reduction in LPS-induced TNF-a in cultures of peritoneal 
ukocytes from prematurely aged mice after NAC treatment [21]. 
F-a is known to be induced by the transcription factor NF-kB and, 
cordingly, expressed under oxidative conditions, as NF-kB has 
own to be enhanced by ROS [54]. Furthermore, NF-kB was found to 
inhibited by antioxidants such as NAC, which thereby prevented 
cessive TNF-a levels and inflammation in models of endotoxic 
ock [43,55]. This study shows that the increased basal and sti- 
ulated superoxide levels in neutrophils from elderly subjects are
decreased by NAC, which agrees with the decline in increased LPS- 
induced TNF-ol At this point, it is necessary to consider that the 
proinflammatory cytokines and oxidant molecules produced during 
the inflammatory response, following infection, may be beneficial or 
detrimental to the organism, depending on their levels and the 
conditions under which they are produced. Thus, excessive levels of 
those compounds could be deleterious, as they are related to chronic 
inflammatory and autoimmune diseases [56]. Other authors have also 
found lower neutrophil respiratory bursts in response to different 
agents in healthy volunteers after 14 days of NAC administration 
(600 mg/day) [57]. In this respect, although ROS production is an 
important mechanism of microorganism destruction by phagocytes, 
there is evidence of a positive correlation between low levels of 
superoxide anion and bactericidal activity [58], whereas the increased 
levels that we found in neutrophils of postmenopausal women before 
NAC supplementation could be harmful to immune cells and the 
surrounding cells and tissues [2]. Moreover, Wolach et al. [59] showed 
that excessive superoxide generation has no parallel effect on bac­
tericidal capacity. However, future studies on bacterial killing by 
neutrophils throughout aging and after NAC administration are 
needed. In addition, the decrease in the oxidative status of elderly 
women after NAC treatment was further supported in the present 
work by the reduced plasma MDA levels. In this respect, although 
plasma MDA levels measured after derivatization with TBA and 
separation by HPLC similarly to the procedure used in the present 
work, have previously been described as a biomarker of oxidative 
stress [60], the elevated temperature required for derivatization 
appears to catalyze artifactual MDA formation, leading to over­
estimation of MDA [61]. Thus, future studies using alternative 
methods with milder derivatization conditions for MDA measurement 
would be advisable to confirm the present result Additionally, the 
production of adhesion molecules and neutrophil chemoattractants, 
such as IL-8 , may also be upregulated via activation of NF-kB and 
excess ROS generated by phagocytes [62], whereas our present results 
show a decrease in leukocyte adherence and subsequent increase in 
chemotactic function of immune cells despite decreased LPS-induced 
lL-8 , in elderly women treated with NAC. This means that less signal 
would be needed for neutrophils to migrate to the focus of infection in 
a more effective way. These findings agree with previous results by our 
research group showing that an adequate dose of NAC in prematurely 
aged mice leads to reduced adherence and enhanced chemotaxis of 
both peritoneal lymphocytes and phagocytes [2 0 ]. In the same study, 
Puerto et al. [20] observed improvement in the phagocytic activity of 
peritoneal macrophages in prematurely aged animals after NAC 
treatment, which is in accordance with the results of the present 
work on peripheral neutrophils. Also, previous in vivo studies with 
healthy volunteers (NAC 600 mg daily) reported beneficial effects on 
neutrophil phagocytosis [63].
In conclusion, the striking decline in the GSH content of leukocytes 
with aging stands out as one potential major reason for the functional 
impairment of immune cells with age, which leads to an increase in 
the incidence and severity of infections, as well as other immune 
system-related diseases such as cancer, and eventually causes higher 
morbidity and mortality in the elderly. The present work points out 
that NAC administration could be considered an efficient strategy, 
even in short-term treatments and at advanced age, to enhance the 
decreased intracellular GSH levels of leukocytes, which seems to be 
the key reason for the significant improvement in immune function 
after NAC treatment NAC leads to extended strengthening of immune 
defenses in postmenopausal women and could thereby contribute 
significantly to improve the health and quality of life of elderly 
individuals. However, because we focused only on women to avoid 
gender variability, the present results should not be generalized. 
Although previous research has shown no gender differences with 
respect to the changes in GSH content with age [39], future studies on 
men and women are needed.
L Arranz e t al. /  Free Radical Biology & Medicine 45 (2008) 1252-1262 1
Finally, it is important to remark, as another conclusion drawn 
from the present work, that the determination of plasma GSH 
concentration should be considered with caution in studies assessing 
the levels of this antioxidant in an organism, as it could be unrelated to 
the level of other localizations, such as the peripheral leukocytes, 
because it is synthesized intracellularly. This suggests that we should 
be more critical of conclusions drawn from results obtained exclu­
sively from plasma samples, which is the biological sample most often 
used.
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tive and/or therapeutical effects on that disease. The results 
also show the  relevance of gender differences that should 
be taken into consideration in both basic and clinical re­
search for assessing new strategies for the control of AD.
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Abstract
In the present work, we briefly review the evidence on the 
key role played by the neuroimmunoendocrine network in 
the etiopathogenesis of Alzheimer's disease (AD) and pro­
vide new behavioral, immune and endocrinological data 
obtained on old male and female triple-transgenic 3xTg- 
AD mice harboring PSfMxgv, APPswe and tot/psoiL transgenes 
in contrast to wild-type animals. The results indicate that 
several aspects of the impairment of the neuroim m uno­
endocrine network that occurs with aging are more evident 
in the 3xTg-AD mice, especially in males. This supports the 
hypothesis of a premature immunosenescence as a patho- 
genically relevant factor in AD which was found to  be en­
hanced iin the 3xTg-AD males, suggesting that this could 
also be responsible for the increased morbidity and mortal­
ity of th ese  subjects. Therefore, future research on strate­
gies th a t  could improve the immune system and the other 
regulatoiry systems, such as the nervous and the  endocrine 
system, a s  well as their communication, could have preven-
Introduction
The neurobiology of aging has been one of the most 
rapidly expanding areas of scientific endeavor over the 
past 2 decades. Most efforts have been focused on under­
standing the neuronal mechanisms underlying age-relat­
ed neurodegenerative disorders, whose prevalence in the 
elderly is dramatically increasing in parallel to that of life 
expectancy and social aging. This is the case for Alzhei­
mer’s disease (AD), the most common neurodegenerative 
disorder and cause of senile dementia with complex neu­
ropsychiatrie symptoms, and the target of a large and im­
portant body of clinical and basic research. The main 
pathological hallmarks of AD are the aberrant protein 
aggregates, amyloid plaques, comprising the amyloid p 
(A|3) peptide, and neurofibrillary tangles that consist of 
hyperphosphorylated tau protein. Other neurodegenera­
tive changes include progressive neuronal and synaptic 
dysfunction and, eventually, cell death [1-3]. Upregula-
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tion of microglia and astrocytes in a kind of chronic in­
flammatory process has also been reported as prominent 
features of AD brain [4-7] and is also observed in animal 
models for this disease [8]. Cholinergic deficits and in­
creased oxidative stress hypothesis do also explain some 
relevant aspects of the complex pathological pattern ob­
served in AD [9].
Modeling these neuronal and behavioral deficits of 
AD in animal models has been challenging [10], although 
advances in the genetics of the early-onset familial form 
of AD and the genetic risk factors involved in sporadic 
cases [11], together with those in gene transfer technolo­
gy, finally provided valuable animal models that comple­
ment the traditional cholinergic approaches studying 
learning and memory deficits resulting from cholinergic 
deafferentiation [12]. Thus, animal models based on gene 
transfer techniques have made it possible to study the ef­
fects of overexpression of mutant human amyloid precur­
sor protein (APP) and presenilin-1 (PSl) or presenilin-2 
(PS2) genes in rodents, and several mutations in these 
genes have been identified that can cause autosomal 
dominant familiar AD [9]. In fact, the first attempts to 
produce AD-like pathology in transgenic mice were 
founded on premature aging with AD-like pathology, as 
developed by Down syndrome patients, suggesting a role 
for overexpression of chromosome 21-encoded APP [13]. 
Since then, several transgenic animal models of AD based 
on expression of mutant familiar AD transgenes have 
been developed [14] and a step forward was achieved in 
2003 [15], when the laboratory of Prof. Frank M. LaFerla 
at the University of California Irvine developed the 
3xTg-AD mice, the first triple-transgenic mice harbor­
ing PSJmi46v> APPg^ e and taup^on transgenes. This ani­
mal model mimics both amyloid and tau AD neuropa­
thologies in an age-dependent manner in disease-rele­
vant brain regions and reveals the important role of the 
intraneuronal accumulation of oligomeric AP in the etio­
pathogenesis of the disease [15]. The 3xTg-AD mice 
present synaptic and cholinergic deficits [15-17], the 
characteristic reactive gliosis inflammatory profile [8] as 
well as cognition impairment [18] and behavioral and 
psychological symptoms of dementia (BPSD)-like behav­
iors [10].
The present work is aimed to review the evidence on 
the key role played by the neuroimmunoendocrine net­
work in the pathogenesis of AD and also to provide new 
insights from behavioral, immune and endocrinological 
data obtained in our old male and female triple-trans­
genic 3xTg-AD mice harboring P5iMi46V> APPgwe» 
faup3oiL transgenes compared to wild-type animals.
The Neuroimmunoendocrine Network in Aging
There is considerable evidence of age-related decline 
of the regulatory systems, namely the nervous, the endo­
crine and the immune systems as well as an impairment 
of the neuroimmunoendocrine network [19-21]. With 
aging, the types and levels of cytokines that contact with 
the nervous and endocrine cells change. Presently, it i 
accepted that the age-related increase in the inflamma­
tory cytokine and oxidant compounds, which the im 
mune cells produce [22], can modify the nervous func­
tion [23]. In addition, there are changes in the neuro­
endocrine modulation of immune response, which ar 
shown at different levels such as the changes in the in­
nervation and irrigation of immune organs, in the num 
her and affinity of leukocyte receptors for neurotrans­
mitter and hormones, as well as in the intracellular sig 
nals and the resulting response of the immune cells t 
them [20, 24, 25]. Thus, age-related neuroimmunoendo 
crine network alterations can lead to loss of homeostasi 
and thereby may importantly contribute to the progrès 
of aging and consequently to the age-related increase i 
morbidity and mortality (fig. 1) [22].
In relation to the gender differences in the changes o 
the neuroimmunoendocrine network with aging, it i 
presently well documented that females live longer tha 
males in a great range of animal species, including hu 
mans. Many factors could contribute to this gender 
dependent longevity, mainly those related to the behav 
ioral and physiological differences between males an 
females. As regards behavior, seeking sensations as wel 
as taking risks are much more frequent traits in male 
than in females [26], which contributes to increase 
male mortality at all ages in humans and other specie 
[27,28]. Thus, cortisol/corticosterone has been found t 
be inversely associated with risk-taking behaviors [29] 
and the plasma concentrations of this hormone are con 
siderably higher in adult females than in males; [30, 31] 
which is thought to be triggered by estrogens [32]. Sup 
porting this idea, some authors have described <decreas 
ing levels of cortisol with age in females only [33]|, where 
as they are likely less dysregulated in older mien com 
pared to older women [34]. However, these chaniges hav 
not reached a full consensus among studies and still re 
main controversial. Interestingly, glucocorticcoid feed 
back inhibition has been demonstrated to be reduced i 
the elderly and in both genders [35], whereas tthe anti 
inflammatory efficacy of these hormones hias bee 
shown to be reduced with age [36]. In view of tthe neu 
roimmunoendocrine communication, a significant gen
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der dimorphism in both humoral and cell-mediated im­
mune functions is also evident, Wiich plays a major role 
in the different life span of males and females. The im­
mune system in females has been reported to work more 
efficiently and effectively for longer time than the im­
mune system in males [37]. Accordingly, females show 
stronger antibody [38] and cell-mediated [39] immune 
responses than males, and estrogens have been suggest­
ed to be responsible for this higher immunocompetence 
of females [39, 40]. Besides, estrogens have been found 
to upregulate the expression of antioxidant enzymes, re­
sulting in increased levels of reduced glutathione [41] 
that can preserve the immune function along the aging 
process [22,42-44]. Moreover, the administration of es­
trogen to rats improves several immune cell functions 
[unpubl. data].
Nauroimmunomodulatioii and AD: Role of
InfBamnwdkm and the immune System
Among various factors involved in the pathogenesis of 
AD, a large body of evidence supports the hypothesis of 
a direct contribution of the inflammatory response to 
amyloid plaque progression and, thus, to the neurode­
generation associated with AD. Conversely, A^ itself has 
been shown to act as a pro-inflammatory agent [45,46]. 
Accordingly, the ‘bystander damage hypothesis’ [47] is 
based on microglial dysfunction leading to autoaggres- 
sive microglial cells that produce neurotoxins in response 
to AP exposure in AD. The activation of inflammatory 
cells performed by microglia and astrocytes, which are 
found upregulated in AD brain, results in the secretion 
of cytokines, such as lL-1 and TNF-a, and chemokines 
as well as the release of reactive oxygen species and ni­
trogenous compounds, all of which exacerbate the pa­
thology [5,48]. Further indication of the pathophysiolog­
ical role ofinflammation in AD is shown not only by the 
presence of these inflammatory mediators in AD brains, 
including pro-inflammatory cytokines, but also of acute- 
phase proteins and the full complement cascade [49- 
51].
Withi reipect to the role of the immune system outside 
the braim, i generally blunted secretory response of im­
mune cedlsto activating stimuli in AD has been reported, 
with a diectne of phagocytic activity suggested as an ear­
ly event in the pathogenic chain [52]. Other studies sug­
gest that pstients of AD display a heritable innate pro-in- 
flammattœy phenotype producing more pro-inflamma­
tory cyttoknes and less anti-inflammatory cytokines
Regulatory systems
Neuroimmunoendocrine network
ImmuiM system 
Lymphocyte funciiOMs, NK c«N activity
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Fig. 1. Regulatory systems and aging. There is an age-related de­
cline of the regulatory systems, namely the nervous (studied in 
the present work using several behavior parameters), the endo­
crine (studying plasma corticosterone levels) and the immune 
systems (studying several lymphocyte functions and natural kill­
er cell activity). With aging there is also an impairment of the 
neuroimmunoendocrine network, in which cytokines play an im­
portant role. These age-related alterations o f regulatory systems 
show differences by gender and in pathological conditions such 
as neurodegenerative illness like AD. The impairment of the neu­
roimmunoendocrine network leads to loss o f homeostasis and 
consequently to the age-related increase in morbidity and mortal­
ity. NK = Natural killer.
than control subjects without dementia. Thus, subjects 
who display a hig^ blood IL-l^/IL-10 ratio have 13.0-fold 
higher odds (95% Cl 2.1-82) to suffer dementia, suggest­
ing that the cytokine profile determined by the ^ o le  
blood assay may have a predictive value in AD [53]. Con­
versely, over 20 epidemiological studies suggest a poten­
tial benefit of anti-inflammatory interventions delaying
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the onset and slowing down the progression of AD [4,5, 
54,55], probably through a reduction of the amyloid bur­
den [56]. In parallel, it has recently been demonstrated 
that prophylactic treatment of 3xTg-AD mice with ibu- 
profen reduces intraneuronal oligomeric Ap and cogni­
tive deficits, and prevents hyperphosphorylated tau im- 
munoreactivity [57]. Genetic studies reveal that IL-1 and 
IL-6 polymorphisms both associated with higher cyto­
kine levels [58-60] are found enriched in AD patients, 
although the relatively low frequencies of these gene vari­
ants cannot explain the inflammatory profile that under­
lies the development of AD in the popiüation at large [53]. 
Still, some discrepancies in these systemic findings have 
been reported, but they seem to be mostly attributed to 
technical variations, different inclusion criteria, different 
stage of dementia and the influence of comorbidity and 
pharmacological treatments.
The above-mentioned facts support the increasing ev­
idence on the key role played by the immune system in 
the etiopathogenesis of AD. However, the data are still 
scarce, preliminary and contradictory, especially with re­
spect to the changes in the immune response in subjects 
with this pathology. Thus, presently the causal or patho­
genic role of the immune dysfunction in AD remains 
controversial. Several studies support a causal role of an 
underlying general impairment of the immune response 
in AD. In addition, a decrease in amyloid burden is 
achieved through immune stimulation. For instance, Ap 
immunotherapy reduces Ap oligomers and reverses the 
deficits in proteasome activity observed in young 3xTg- 
AD mice [61]. Reduction of amyloid burden through im­
munization with AP has also been demonstrated in 
PDAPP mice [62] with evidence of peripheral clearance 
of cerebral Ap protein [63]. Results of immune stimula­
tion with lipopolysaccharide (LPS) are more controver­
sial, since in APP PSl transgenic mice it is able to reduce 
Ap plaques [64, 65], while in 3xTg-AD mice LPS-in­
duced inflammation does not affect APP processing, but 
significantly «[acerbates tau pathology by a cyclin-de- 
pendent kinase 5-mediated pathway [8].
In addition, the process of aging agrees with the caus­
al role of the immune system on AD. Since, according to 
epidemiological studies, advanced age is considered the 
most consistent risk factor for AD [9], the age-related 
changes of the immune system, that is, immunosenes­
cence, should be considered to understand the develop­
ment of this pathology. The effects of aging on the im­
mune system are widespread and extend from hemato­
poietic stem cells and lymphoid progenitors in the bone 
marrow and thymus to mature lymphocytes in second­
ary lymphoid organs. These changes combine to remit in 
a diminution of immune responsiveness in the elderly 
[66]. Immunosenescence associated with the aging pro­
cess involves both acquired and innate immunity chang­
es, with a decrease in several lymphocyte and phagocyte 
functions [43,44,52,67-70] as well as an increase in oth­
er leukocyte functions such as adherence to tissues and 
production of oxidant and inflammatory cytdcines [22, 
43].
Recent research has proposed that various immune 
functions such as phagocytic activity, not only the pro- 
inflammatory response, are hampered in AD [52]. Thus, 
AD patients would display systemic immunological al­
terations in terms of a general dysregulation or impair­
ment of the cellular immune response to stimulating 
agents, which do not only reflect an epiphenomenon, but 
may be causally related to AD pathology. Thus, an im­
paired immune response may be considered as a patho- 
genically relevant factor in AD. Regarding the putative 
role of aging in AD, Richartz et al. [52] also assume a pre­
mature immunosenescence contribution to the AD pa­
thology. Thus, it is possible that the immunological al­
terations in AD can be understood as a sign of advanced 
immunological senescence and that the AD subjects 
show more striking immunological changes compared to 
healthy aged people.
With all the above in mind (fig. 1), we decided to 
study the effect of aging and gender on the neuroimmu- 
noendocrinological network (that is, behavior -  immu­
nological function -  corticosterone) of a standard wild- 
type C57b/129 mouse strain as well as the impact of AD 
on it. Therefore, we carried out an experiment in which 
adult (6 months of age) and old (15 months o f age) fe­
male and male wild-type (nontransgenic, NTg) animals 
were used and also compared them to old female and 
male 3xTg-AD mice (of the same wild-type strain, but 
harboring PS1mi46V> APPswe and toupaoii). In the first 
place, life span of wild-type NTg and 3xTg-AD mice 
recorded from 6 to 15 months of age evidenced an in­
creased mortality in the triple-transgenic group com­
pared to age-matched wild-type NTg mice. The low 
mortality ratio (10%) in old NTg males was increased to 
40% in the 3xTg-AD group. The behavior o f animals 
was assessed by classical tests and resulted in an increase 
in anxiety-related behaviors (see more details above). At 
the end of the behavioral tests, the animals were sacri­
ficed to obtain plasma for the analysis of corticosterone. 
The thymus and spleen were immediately removed in 
aseptic conditions. All these procedures were performed 
in accordance with 86/609/EEC regarding the use of an-
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Fig. 2 . Chemotactic index from spleen (a) and thymus (b) lympho­
cytes. Each column represents the mean ± SEM of 6-10 values 
corresponding to the same number of subjects (8-10, NTg adult, 
NTg old, 3 X Tg-AD female old; 6 ,3 X Tg-AD male old). Each value 
is the mean of duplicate assays. ANOVA was followed by Tukey
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post hoc comparisons. *** p < 0 . 0 0 1  vs. the corresponding gen­
der-matched adult group; *** p < 0 . 0 0 1  vs. the corresponding gen­
der-matched NTg old group; •* p < 0.01, p < 0.001 vs. females. 
F = Females; M = males.
imals for experimental procedures. Several immune 
functions were studied in leukocytes from spleen and 
thymus, namely, chemotaxis, lymphoproliferation both 
in basal conditions and in response to Con A and LPS 
mitogens, natural killer cell activity as well as levels of 
IL-2 and TNF-a cytokines in the culture supernantants 
from Con A and LPS, respectively. In addition, since the 
levels of glutathione in leukocytes are related to their 
function [44], we also analyzed the levels of this endog­
enous antioxidant. The results confirm that old female 
3 X Tg-AD mice show an exacerbation of the age-depen­
dent increase in the chemotactic index from spleen and 
thymus lymphocytes (fig. 2) [71], The tendency to de­
crease the basal lymphoproliferation with age is similar 
in cells from 3 X Tg-AD and NTg mice. Nevertheless, the 
mitogen LPS-induced proliferation of male spleen cells 
is decreased in male 3 X Tg-AD with respect to old NTg 
mice (fig. 3). A decreased Con A and LPS lymphoprolif- 
erative response in thymus has been observed in old 
3 X Tg-AD and NTg mice compared to adult NTg mice 
(fig. 3). The age-related impairment of natural killer cell 
activity [72] was observed in thymus of 3 X Tg-AD mice 
with the decrease being more significant in males than 
females an«d compared to age- and gender-matched NTg
mice (fig. 4). The age-dependent increase in the release 
of TNF-a by leukocytes [22, 44] is raised in the spleen 
of both genders of 3 X Tg-AD mice with respect to the 
values in age- and gender-matched NTg mice (fig. 5). 
However, the release of IL-2 by those leukocytes increas­
es in female but decreases in male 3 X Tg-AD mice (fig. 5). 
Thus, in general, there are age-related changes in the 
immune functions studied in NTg mice, several of them 
are more increased in 3 X Tg-AD mice, especially in 
males. Since the immune system function is a good 
marker of health and longevity [73] and several of the 
functions studied have been proposed as markers of bi­
ological age and predictors of longevity [22, 43, 74, 75], 
the results obtained could explain the shorter life span 
of the 3 X Tg-AD mice, especially in the males where it 
is only 40%, because of their premature immunosenes­
cence. These are the first results on age changes in the 
immune functions studied in this strain of mice and in 
3 X Tg-AD mice. It is evident that it is difficult to do a 
strict comparison with the results published on other 
strains of mice. Moreover, we have observed different 
results in the evolution of the immune functions with 
aging depending on the compared ages, strain of mice 
and gender [21, 39, 75].
Neuroimmuinoendocrine Aging in the
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Fig. 3. Lymphoproliferation in basal, as well as Con A- and LPS- 
stimulated conditions from spleen (a) and thymus (b). Each col­
umn represents the mean ± SEM of 6-13 values corresponding 
to the same number of subjects (7-13, NTg adult; 9-10, NTg old, 
3 X Tg-AD female old; 6 , 3 X Tg-AD male old). Each value is the 
mean of triplicate assays. ANOVA was followed by Tukey or 
Games-Howell post hoc comparisons. *** p < 0.001 vs. the cor­
responding gender-matched adult group;  ^p< 0.05, p < 0.001 
vs. the corresponding gender-matched NTg old group; * p < 0.05, 
•• p < 0.01 vs. females. F = Females; M = males.
Fig. 4 . Natural killer cell activity from spleen (a) and thymus (b) 
lymphocytes. Each column represents the mean ± SEM of 6-10 
values corresponding to the same number of subjects (7-9, NTg 
adult; 9-10, NTg old, 3 X Tg-AD female old; 6 , 3 X Tg-AD male 
old). Each value is the mean of triplicate assays. ANOVA was fol­
lowed by Tukey or Games-Howell post hoc comparisons. * p < 
0.05 vs. the corresponding gender-matched adult group; * p <  
0.05, p < 0.001 vs. the corresponding gender-matched NTg old
group; ••• p < 0.001 vs. females. F = Females; M = males.
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Fig. 5. IL-2 and TNF-a levels in lymphocyte culture supernatants 
from spleen (a) and thymus (b). Each column represents the mean 
± SEM of 6-13 values corresponding to the same number of sub­
jects (8-13, NTg adult; 9-10, NTg old, 3XTg-AD female old; 6 , 
3 X Tg-AD male old). Each value is the mean of duplicate assays.
ANOVA was followed by Tukey or Games-Howell post hoc com­
parisons. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. the correspond­
ing gender-matched adult group;  ^p < 0.05, p < 0.01, p < 
0.001 vs. the corresponding gender-matched NTg old group; 
•• p < 0.01 vs. females. F = Females; M = males.
With respect to gender differences regarding the neu­
roimmunoendocrine network in AD, this is a subject 
scarcely explored so far. Thus, no data are available as re­
gards the peripheral immune functions gender-specific 
changes in AD, and both males and females have been 
described to show increased inflammation parameters, 
such as higher plasma TNF-a levels [76]. Nevertheless, 
male patients of AD suffer increased oxidative stress, that 
is, reduced glutathione concentration in red blood cells, 
when compared to female patients of that disease as well 
as to age-matched healthy controls [77]. In this context.
although we have observed a decrease in reduced gluta­
thione levels with age in the peritoneal leukocytes of old 
and prematurely aging ICR (CD-I) mice [44, 78], the 
spleen and thymus leukocytes of 3 X Tg-AD mice are sim­
ilar to those of NTg mice (fig. 6). Nevertheless, in spleen 
it is possible to observe lower levels of reduced glutathi­
one in cells from old male mice. This is in agreement with 
previous results on other strains of mice showing an in­
creased oxidative state in males compared to females 
[79].
Neuroimmunoendocrine Aging in the
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Fig. 6 . Total reduced glutathione (GSH) levels in spleen (a) and 
thymus (b) lymphocytes. Each column represents the mean ± 
SEM of 6-14 values corresponding to the same number of subjects 
(13-14, NTg adult; 6-10, NTg old, 3 X Tg-AD female old; 6 ,3 X Tg-
AD male old). Each value is the mean of duplicate assays. ANOVA? 
was followed by Tukey or Games-Howell post hoc comparisons. 
*** p < 0 . 0 0 1  vs. the corresponding gender-matched adult group; 
• p < 0.05 vs. females. F = Females; M = males.
Neuroimmunomodulation and AD: On the Role of
Behavior and the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal
Axis. Gender Differences
The peripheral immune impairment in AD can be 
considered an epiphenomenon, secondary to the cerebral 
inflammation and the activation of the hypothalamic-pi­
tuitary-adrenal (HPA) axis, which could lead to the mild 
hypercortisolemia seen in AD patients [80]. In fact, this 
stimulation of the HPA axis results in peripheral immu­
nodépression [81]. Moreover, neophobia (fear of new en­
vironments) is a common feature described in many APP 
transgenic mice [14], and other expressions of lower abil­
ity to cope with stressors of aged transgenic mouse mod­
els for AD have been widely reported [10]. Stressful stim­
uli are also known to lead to increases in the HPA axis 
activity and the glucocorticoid cascade with the resulting 
hippocampus damage proposed by Sapolsky et al. [82] 
and immune dysfunction originally described by Selye 
[83] as 1 of the 3 hallmarks of the general adaptation syn­
drome used to define the concept of stress. In fact, dys­
regulation of the stress-responsive HPA axis is another 
feature of AD at the neuroendocrine level [84, 85]. Thus, 
an age- and sex-dependent hyperactivity of the HPA axis 
has been demonstrated in the TgCRN8 mouse model 
[86], and an increased sensitivity to physiological stress­
ors associated with aberrations in HPA function has also 
been reported in transgenic mice expressing a mutant 
form of human APP [87].
In the 3 X Tg-AD mice, the above-mentioned lack o 
ability to cope with mild stressors (for example, novelty) 
has also been observed, mimicking some of the BPSD de­
scribed in human AD patients [10, 88]. Increased emo­
tionality and anxiety-like behaviors (increased freezing, 
increased latency of grooming behavior, increased defe­
cation and urination) and neophobia to a new cage, activ­
ity disturbances (reduced initial exploratory behavior 
followed by reduced habituation) are clearly evident in 6- 
month-old adult 3 X Tg-AD male mice. However, at this 
age only intracellular A[3 immunoreactivity and synaptic 
deficits are found. In fact, some of these changes (reduced 
initial exploratory activity, increased defecation) are al­
ready observed at younger ages (2.5 months of age) when 
the presence of Ap is not yet reported but disruption o 
neuronal homeostasis may already have started [10, 88]. 
Previous similar results at older ages only refer to 12- 
month-old females [10], an age with Ap extracellular 
plaques but not yet tau neurofibrillary tangles pathology. 
In the present work, we have used the open-field test and 
extended the study of the main anxiety-like behaviors to 
both genders and to 15 months of age, when both Ap and 
tau pathologies are present. Neophobia, measured as
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Fig. 7. Latency to leave the center (a), latency of grooming behav­
ior (b), total grooming duration (c) and number of defecations (d). 
Each column represents the mean ± SEM of 6-10 values corre­
sponding to the same number of subjects (10, NTg adult; 10, NTg 
female old; 9 NTg male old; 10 3 X Tg-AD female old; 6 , 3 X Tg-AD 
male old). ANOVA was followed by Tukey or Games-Howell post 
hoc comparisons. *** p < 0 . 0 0 1  vs. the corresponding gender- 
matched adult group; p< 0 .0 1 , p < 0 . 0 0 1  vs. the correspond­
ing gender-matched NTg old group; •• p < 0.01, ••• p <  0.001 vs. 
females. F = Females; M = males.
Fig. 8. Plasma corticosterone. Each column represents the mean 
± SEM of 6-14 values corresponding to the same number of sub­
jects (14 NTg adult; 8-10 NTg old, 3 X Tg-AD female old; 6,3 X Tg- 
AD male old). Each value is the mean of duplicate assays. ANOVA 
was followed by Games-Howell post hoc comparisons. *** p < 
0 . 0 0 1  vs. the corresponding gender-matched adult group; p < 
0.001 vs. the corresponding gender-matched NTg old group; 
••• p < 0.001 vs. females. F = Females; M = males.
200 -1
l i  150
s 100-
50 -
***
M
NTg adult
F M F M
NTg 3xTg-AD
Ôid
Neuroimmunoendocrine Aging in the
3 X Tg-AD Mice
Neuroimmunomodulation 2008;15:331-343 339
freezing behavior (latency to leave the fear-inspiring cen­
ter of the open field) is significantly higher in 3 X Tg-AD 
old mice than in any other group (fig. 7a). Latency to ini­
tiate grooming behaviors which imply loss of control of 
the surrounding environment are delayed in both 3 X Tg- 
AD old female and male mice compared to gender- 
matched NTg mice (fig. 7b), showing an effect of the AD 
transgenes. Interestingly, a reduction of the duration of 
the grooming behavior with aging is also observed 
(fig. 7c). The number of defecation boluses shows a trend 
to increase in 3 X Tg-AD mice, albeit it did not reach sta­
tistical significance (fig. 7d).
Summing up, the behaviors exhibited by 3 X Tg-AD 
mice (mainly in males) clearly demonstrate an increase 
in BPSD-like behaviors with impairment of their ability 
to cope with mild stressors such as the novel and open il­
luminated arena encountered in the test. Therefore, we 
were interested in assessing the levels of corticosterone in 
these animals. As mentioned before, cortisol/corticoste­
rone can be inversely associated with risk-taking behav­
iors and the plasma concentrations of this hormone are 
considerably higher in adult females than in males. In 
agreement with this, in the present study the NTg adult 
females show a 6-fold increase in plasma corticosterone 
compared to age-matched males. The decreasing levels of 
cortisol with age only seen in females (whereas they are 
likely less dysregulated in older men compared to older 
women), as described in the literature, can also be ob­
served in our study, where the sexual dimorphism is 
maintained with aging, although it is attenuated to a 2- 
fold increase (fig. 8). In addition, some authors have found 
similar levels of plasma cortisol in male and female pa­
tients with AD, which were increased with respect to the 
age-matched population [89]. In the 3 X Tg-AD mice, an 
age-dependent sexual dimorphism in cognition and 
stress response has been observed, with young female 
3 X Tg-AD mice showing a markedly heightened cortico­
sterone response after 5 days of Morris water maze train­
ing compared to age-matched male 3 X Tg-AD mice, a 
difference no longer apparent in older mice [90]. The new 
results obtained in the mice of the experiment described 
above on the plasma corticosterone levels and presented 
here (fig. 8) throw some light on this phenomenon. If, in 
NTg mice, the gender differences are persistent with ag­
ing, with increased plasma corticosterone levels observed 
in females both at young and old age, as compared to age- 
matched males, in contrast to when AD and aging are 
considered together, these gender differences are no lon­
ger apparent in 3 X Tg-AD mice, which is in agreement 
with the above-mentioned results. However, when old
3 X Tg-AD mice are compared to age- and gender-matched 
mice, the results reveal a lack of differences between the 
female groups but a significant increase in plasma corti­
costerone in old male 3 X Tg-AD mice compared to age- 
matched NTg mice, suggesting an enhanced HPA axis 
activation likely to underlie or be related to the other 
behavioral and immune function alterations described 
above in these old male 3 X Tg-AD mice.
Conclusions
Impairment of the neuroimmunoendocrine network 
leads to loss of homeostasis and thereby contributes im­
portantly to the progress of aging and associated neuro­
degenerative disorders. Besides, increasing evidence on 
the key role played by the immune system in the patho­
genesis of AD is available. The results show that the im­
pairment in the neuroimmunoendocrine network that 
occurs with aging is accelerated and more pronounced in 
the 3 X Tg-AD mice. Although the prevalence of the dis­
ease is higher in females, the higher vulnerability of the 
neuroimmunoendocrine network in males could result 
in a higher susceptibility to deleterious effects of agin 
and be responsible for the increased morbidity and mor­
tality observed in 3 X Tg-AD male mice. Therefore, futur 
research on strategies that could improve the neuroim­
munoendocrine system can have promising preventive 
and/or therapeutical effects on the disease. The results 
also suggest the relevance of gender differences, which 
should be taken into consideration both in basic and clin­
ical research when screening or assessing for new strate­
gies for the control of AD.
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Abstract
Objective: Homeless people suffer high levels of psycholog­
ical distress. The aim of the present work was to study the 
immune function in a group of homeless people with stress- 
related disorders and compare it with that of healthy 
non-homeless controls. Methods: We included in the study 
40 homeless persons and 40 housed controls recruited from 
the population of Madrid and matched for age and gender. 
Samples from peripheral blood were collected and we stud­
ied several leukocyte functions previously described as 
good health and survival markers [adherence, chemotaxis, 
phagocytosis, superoxide anion levels, lymphocyte prolif­
eration in response to phytohemagglutinin, NK activity and 
cytokine (IL-2, TNF-a) levels], as well as other related param ­
eters, such as plasma cortisol levels and total antioxidant ca­
pacity. Results: There was a strongly suppressed immune 
response in the homeless group, with decreased adherence, 
chemotaxis, phagocytosis, superoxide levels, lymphoprolif­
eration and NK activity. IL-2 and plasma antioxidant levels 
were also impaired. Conc/us/ons;These findings suggest an 
altered immune function in the homeless population that
might be responsible for the higher morbidity and mortality 
of homeless people. In addition, the present work points out 
directions for future research attem pting to  increase the 
quality of life and health status of homeless individuals, since 
it shows that oxidative stress seems to play a key role in this 
immune function impairment.
Copyright © 2009 S. Karger AG, Basel
Introduction
Homelessness has emerged as a major social problem 
in present societies, and several studies have indicated a 
great increase in the homeless population over the past 2 
decades [1]. Living on the streets is often associated with 
illness, psychological stress, increased alcohol intake, 
higher mortality rates and lower life expectancy than in 
the general population [2]. The National Health Care for 
the Homeless Council [3] showed clearly a worrisome 
picture and emphasized the need to pay more attention 
to health investigation, diagnosis, and treatment of this 
population.
Homelessness can be stressful for a great number of 
reasons. Homelessness is characterized by extreme pov­
erty and marginalization, and is aggravated by experi­
ences of social isolation or disaffiliation [4]. The existing 
body of literature points to the homeless population as a
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group that is probably exposed to victimization, child­
hood histories of economic and social disadvantage and 
a lack of social networks [5, 6], They are often subjected 
to massive stress because of the experience of homeless­
ness itself; living in over-crowded conditions, increased 
exposure to violence, loneliness and struggling with fi­
nancial burdens [7]. In view of the above, it is not surpris­
ing that homelessness is considered the most extreme 
form of social exclusion [8].
People who are homeless face an increased risk of 
mental health problems [9,10]. A number of studies have 
documented the high levels of psychological distress ex­
perienced by homeless people [11]. Compared to the gen­
eral population, these people suffer higher levels of anxi­
ety and depression, and experience more stressful life 
events over their lifetimes [6,12].
Homeless people are also more susceptible to medical 
problems [7]. Infectious diseases, which are directly re­
lated to immunological functioning, are a particularly se­
rious problem among the homeless [13]. The prevalence 
of viral and bacterial infections, such as hepatitis B and 
C, HIV, pneumonia, tuberculosis, positive tuberculin 
skin tests, respiratory infections and outbreaks of other 
aerosol-transmitted infections, diphtheria, skin infec­
tions and sexually transmitted diseases, has been well 
established [13-15]. Another serious medical problem 
among the homeless is cancer. Some studies have report­
ed an increased incidence of cancer risk factors among 
this population [16], and cancer has been considered the 
major cause of death among homeless people who were 
between 45 and 64 years old [2]. Taken together, these 
studies offer substantial evidence of the deleterious ef­
fects of homelessness on overall psychological and physi­
cal health.
In the context of psychoneuroimmunology, it is known 
that behavior and stress can modify the complex interac­
tions between the central nervous system and the im­
mune system [17], and several studies have shown the 
suppressive effect of chronic stress, depression, and anx­
iety on immune functions [18]. The hypothalamic-pitu­
itary-adrenocortical (HPA) axis is the neuroendocrine 
system of greatest specific interest in the study of stress 
and health, with cortisol being the principal glucocorti­
coid that modulates emotions, especially fear and anxiety 
[19,20]. Leukocytes exhibit receptors for many neuroen­
docrine products, such as those from the HPA axis [21]. 
Thus, cortisol can cause changes in immune cell traffick­
ing, proliferation, cytokine secretion, antibody produc­
tion and cytolytic activity [22,23].
In an experimental study about social exclusion. Press­
man et al. [24] found that loneliness was associated with 
poorer antibody response and elevations in circulating 
levels of cortisol. In another study, Eisenberger ct al. [25] 
examined the neural correlates of social exclusion in the 
general population by neuroimaging techniques. They 
found that the distress of social exclusion activates brain 
areas similar to those activated during physical pain. 
Both experimental studies indicate that social exclusion 
can produce neurocognitive and immunological effects. 
Nevertheless, there are few field studies on this topic, and 
the immunological consequences of this situation have 
received relatively little attention. In addition, it is neces­
sary to consider the multifaceted elements of homeless­
ness and social exclusion, which could lead to not entire­
ly equivalent physiological consequences [26].
Despite the relative abundance of health research on 
homelessness, few original studies attempting to evaluate 
the biological consequences of this phenomenon have 
been conducted. Schleifer et al. [27] studied a set of im­
mune parameters in people addicted to alcohol, mainly 
homeless, and Capo et al. [28] analyzed the immune re­
sponse of a group of homeless people with Bartonella 
quintana bacteremia. Some authors have suggested the 
existence of an altered immunity that could explain the 
higher susceptibility of homeless people to infections, bu 
this hypothesis has not yet been tested [29]. Therefore, 
studies of a wide range of immunological factors in th 
homeless population are needed.
The aim of this work was to examine a battery of ex 
vivo immune functions in homeless subjects and com­
pare them with those of age- and gender-matched con­
trols drawn from the general housed population [30]. Th 
immune function of leukocytes has been described as a 
good health and survival marker [31,32], which has been 
demonstrated specifically in the cases of adherence [33], 
chemotaxis [34], phagocytosis, superoxide anion levels 
[35], lymphoproliferation and lL-2 [36], NK activity [37] 
and TNF-a levels [38]; the parameters investigated in 
the present study. Plasma cortisol was also determine 
for the above-mentioned reasons. Finally, as adéquat 
amounts of antioxidants are required to prevent cellular 
damage, especially in immune cells [39], we also studie 
the plasma total antioxidant capacity. Research compar­
ing a group of homeless individuals with a matched grou 
of housed subjects will help us continue to learn about th 
association between homelessness and immune func­
tion, and so will also help us to develop efficient stratégie 
to improve the quality of life of the homeless popula 
tion.
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Materials and Methods
Setting
The city of Madrid, Spain, has a population of approximately 3 
million people. Over a 1-year period, between 5,000 and 7,000 peo­
ple are really homeless and/or use services for the homeless [12].
Participants
This study included 80 persons ranging in age from 18 to 67 
years at the time of the baseline interview. The sample consisted 
of homeless people (n = 40) and a comparison group (n = 40) of 
people matched for age and gender who were not homeless (housed 
sample).
The homeless sample was recruited at a day center/soup kitch­
en for homeless people that approximately 400 people attend dai­
ly. The inclusion criteria were: (1) being a user of the center at the 
time of the study, and (2) being 18 years or older. The exclusion 
criteria were; (1) previous psychiatric diagnosis of schizophrenia, 
psychosis, or dementia; (2) previous diagnosis of HIV infection; 
(3) active alcohol/drug abuse [stated by potential participants and 
confirmed by salivary detection (DRE, Spain)]; (4) inability to 
complete the evaluation protocol; (5) use of current medication 
that could interfere with the immunological results, and (6) in­
ability to speak, read or write in Spanish.
A sample of 90 individuals was randomly selected from the 
entire list of users of the day center (360 users), by a systematic 
random sampling procedure. Thirty-two users were missing at the 
time of the study. From a total of 58 persons approached, 6 (10.3%) 
were excluded because of the above criteria and 12 (20.7%) refused 
to participate. Thus, 40 participants were finally included.
For the control group, 40 volunteers were evaluated. These 
participants were people who responded to e-mail advertisements 
and posters. The subjects were matched to the homeless sample 
for age and gender. The inclusion criterion was having an ade­
quate dwelling (or space) over which the person and his/her fam­
ily could exercise exclusive possession (housed sample). Exclusion 
criteria were the same as for the experimental group.
All participants (both the homeless and housed samples) re­
ceived information about the purpose of the study and they gave 
their written consent for their blood samples to be used for aca­
demic research. Informed consent was sought after the interview 
was over and before potential participants were asked to give 
blood. Blood samples (drawn by venipuncture from peripheral 
blood) were collected from 10:00 to 14:00 h in tubes with citrate 
(BD Vacuitainer Systems). This study was approved by the ethical 
committee of the School of Psychology at the Complutense Uni­
versity of Madrid and was in compliance with the principles of the 
Declaration of Helsinki. Both tests and interviews were conduct­
ed in a private room.
Becauise of technical reasons, measurements of cortisol (n = 
34), plasnna antioxidants (n = 56) and cytokines (n = 22) could not 
be performed in all the samples from both experimental groups. 
The remaining variables were measured in all subjects from the 
homeless and housed groups (n = 80). Samples were matched for 
age and gender in all cases.
Instriuments
A strmctured interview was developed that included data about 
sociodenmographic characteristics, stressful life events, psychoso­
cial factors, cognitive functioning and quality of life aspects. The
information about depressive and anxious symptoms was gath­
ered using the Beck Depression Inventory [40] and the Beck Anx­
iety Inventory [41], respectively. The Beck Depression Inventory 
consists of 21 questions that evaluate depressive symptoms over 
the previous week, rating each from 0 (absent) to 3 (very intense). 
It has a test-retest reliability of r = 0.81 and internal consistency 
between 0.73 and 0.95 [42, 43]. The Beck Anxiety Inventory is a 
21-item scale assessing anxiety over the previous week, with a  = 
0.90 and test-retest r = 0.67-0.93 [44].
Immune System Measurements
Adherence Capacity
For adherence capacity measurement, the method described 
by De la Fuente et al. [45] was used. The results were expressed as 
Adherence Index, which is [(initial cells/ml -  effluent cells/ml)/ 
(initial cells/ml)] X 100.
TNF-a Levels
TNF-a was measured on culture supernatants of total blood 
in the presence of lipopolysaccharide, following a method previ­
ously described [46]. TNF-a level was determined using an ELISA 
kit (Diaclone Research, Besançon, France), with a minimum de­
tectable dose of TNF-a of less than 10 pg/ml. The results were 
expressed in pg/ml.
Separation of Neutrophils and Lymphocytes
Cells were obtained following a method previously described 
[47]. Collected cells, containing 98% neutrophils or lymphocytes, 
were diluted to the corresponding final concentrations for the de­
velopment of each assay.
Phagocytosis
The phagocytosis assay was carried out following the method 
described by De la Fuente et al. [45]. The number of particles in­
gested by 100 neutrophils is expressed as the phagocytic index, 
while the number of ingesting neutrophils per 100 neutrophils is 
expressed as the phagocytic efficiency.
Superoxide Anion Levels
The superoxide anion was evaluated following the method de­
scribed by De la Fuente et al. [48]. Briefly, aliquots of neutrophil 
suspension were mixed with nitroblue tétrazolium and latex bead 
suspension (stimulated samples) or PBS (non-stimulated sam­
ples). The reduced nitroblue tétrazolium was determined by spec­
trophotometry and the results were expressed as nmol/10^  cells.
Lymphoproliferation
A previously described method was used [47, 48]. Briefly, ali­
quots of 200 |xl lymphocyte suspension (10^  cells/ml complete 
medium, containing 1640 RPMI with phenol red, supplemented 
with 1% gentamicin, 1 mg/ml and 10% fetal calf serum previous­
ly heat-inactivated, were dispensed in 96-well plates and 20 |xl/ 
well of phytohemagglutinin (PH A) at 25 |xg/ml were added. After 
48 h of incubation at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2, 
2.5 jjiCi ^H-thymidine were added to each well, followed by an­
other incubation of 24 h. Cells were harvested in a semiautomat­
ic microharvester and thymidine uptake was measured in a p 
counter for 1 min. The results were expressed as ^H-thymidine 
uptake (c.p.m.).
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IL-2 Levels
The level of IL-2 was determined in supernatants of lympho­
cyte cultures in the presence of PHA (25 |xg/ml), following a 
method previously described [48]. IL-2 was measured using an 
ELISA kit (Diaclone Research, Besançon, France), with a mini­
mum detectable dose of IL-2 of less than 10 pg/ml. The results 
were expressed in pg/ml.
Cytotoxicity
For target-cell cytolysis measurement, an enzymatic colori­
metric assay was used (CytoTox 96®; Promega, Boehringer Ingel- 
heim) [48,49]. Human tumoral K562 cells were used as the target 
in the NK assay. Cells were maintained in complete medium. Tar­
get cells were seeded in 96-well U bottom culture plates at 10'* 
cells/well in 1640 RPMI without phenol red. Effector cells (mono­
nuclear leukocytes) were added at 10^  cells/well. The effector/tar- 
get rate was 10/1. To determine the percentage of lysis of target 
cells, the following equation was used: % lysis = [(£ -  ES-TS)/ 
(M -  TS)] X 100, where E is the mean of absorbances in the pres­
ence of effector and target cells, ES is the mean of absorbances of 
effector cells incubated alone, TS is the mean of absorbances in 
target cells and M  is the mean of maximum absorbances after in­
cubating target cells with lysis solution.
Plasm a M easurements
Plasma Cortisol
Plasma cortisol levels were determined using a competitive 
immunoenzymatic colorimetric method for quantitative deter­
mination (Biolink, Barcelona, Spain). The inter- and intra-run 
precision had a coefficient of variation of 3.2 and 5.8%, respec­
tively. The values were expressed in ng/ml.
Plasma Total Antioxidant Capacity
Antioxidant levels in plasma samples were evaluated with a kit 
provided by Deltaclon (Madrid, Spain). The inter- and intra-run 
test precision had a coefficient of variation of 2.2 and 4.2%, re­
spectively. The results were expressed as units of total antioxidant 
capacity (unit/ml plasma). One unit of total anti-oxidative capac­
ity is defined as the increase in the absorbance value of the reac­
tion system in 0.01 per min in each milliliter of plasma at 37"G.
Statistical Analyses
The results are given as means ± SEM. Since the data were 
normally distributed (as shown by the Kolmogorov-Smirnov 
test), the differences between the homeless and the control group 
were assessed by the Students t test for unrelated samples, p < 0.05 
was considered significant.
Results
Sociodemographic and Psychological Data 
Of the 40 participants finally included in the homeless 
group, 28 (70%) were men and 12 (30%) were women. We 
investigated the possible effects of gender on the variables 
under study, and in general, found it had no significant 
affect on the parameters studied. However, women had
significantly (p <  0.05) higher values than men for che­
motaxis of neutrophils (chemotaxis index: mean 552, SD 
254 vs. mean 441, SD 213) and cortisol (mean 25, SD 14 
ng/ml vs. mean 16, SD 9 ng/ml). The interaction between 
gender and group was not significant in any of the mea­
surements included in this study.
The mean age was 43 years (SD 11.58). Most of the par­
ticipants had some college education (n = 39, 98.5%). 31 
(72%) participants had been homeless (defined as living 
outdoors, in temporary shelters and hostels for homeless 
people, in institutions or temporarily with relatives or 
friends due to lack of housing) for an average of 5.28 
months (SD 5.96). The remaining participants of this 
group (n = 9, 28%) were inadequately housed people 
(those in housing close to the minimum standards). All 
participants had suffered a wide range of stressful life 
events (e.g. unemployment, deaths in their families, 
health problems, violence).
Regarding the perception of their current health sta­
tus, more than half of the sample (62.6%) reported they 
had serious or regular health problems. 53.1% of the sam­
ple reported some physical problem such as respiratory 
infections (17.4%), herpes simplex (13%), headache and 
muscular and bone pain (17.4%).
Most participants reported clinical levels of psycho­
logical distress. The average score in depression, assessed 
by the Beck Depression Inventory, was 18.03 (SD 11.17), 
and in anxiety, assessed by the Beck Anxiety Inventory, 
was 17.34 (SD 11.31). 75% of the sample showed clinical 
levels of depression and 65.6% showed clinical levels o 
anxiety. With regard to the housed subjects, their average 
scores for both depression (Beck Depression Inventory 
5.9, SD 5.4) and anxiety (Beck Anxiety Inventory 9.56, SD 
7.85) were at the normal levels of the general popula­
tion.
Neutrophils
The results on neutrophils are shown in figure 1. Ad­
herence (fig. la) and chemotaxis indexes (fig. lb), phago­
cytic capacity [measured as number of particles phago- 
cytosed by 100 neutrophils (phagocytic index), fig. Ic] 
and percentage of ingesting neutrophils (phagocytic ef­
ficiency, fig. Id), as well as superoxide anion levels (fig. le) 
in nonstimulated and stimulated samples, were impaired 
in homeless people (p <  0.001) as compared to their 
housed counterparts.
Lymphocytes
Figure 2 shows the results on lymphocyte functions. 
Student’s t test revealed statistically significant differenc-
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Fig. 1. Neutrophil adherence (a), neutrophil chemotaxis (b), neutrophil phagocytosis (c, d) and superoxide an­
ion levels (e) in non-stimulated and stimulated samples of human peripheral blood neutrophils from homeless 
people and housed controls matched for gender and age. Each column represents the mean ± SEM of 40 sub­
jects, each value being the mean of duplicate assays. Al = Adherence index; Cl = chemotaxis index; PI = phago­
cytic index; PE = phagocytic efficiency (see Materials and Methods for details). *** p < 0.001 with respect to 
the value in the control group.
es (p < 0.001) between both groups, being lower in the 
homeless population than in the housed controls for all 
cell functions studied: adherence (fig. 2a) and chemotax­
is indexes (fig. 2b), lymphoproliferative response to PHA 
(fig. 2c) and NK activity (fig. 2d).
Cytokines
IL-2 levels (fig. 3a) in lymphocyte culture superna­
tants were decreased (p < 0.001) in the homeless with re­
spect to housed controls, whereas the levels of TNF-a 
(fig. 3b), measured on culture supernatants of total blood 
in the presence of lipopolysaccharide, appeared to be 
similar in both experimental groups studied.
Plasma Measurements
Plasma cortisol levels were similar in both homeless 
and housed groups (fig. 4a). Regarding plasma total anti­
oxidant capacity (fig. 4b), homeless people showed a de­
crease in this capacity when compared to housed controls 
(p<0.05).
Discussion
Despite the high prevalence of health problems in the 
homeless population, most of them related to the im­
mune system functioning, this system has received rela­
tively little attention. Some authors have already suggest­
ed that an altered immunity affects these individuals [29]. 
However, the present work is, to our knowledge, the first 
to compare several immune parameters (described to be 
good health and survival markers [33-39]) in the home­
less subjects and housed controls. Our results demon­
strate a strongly suppressed immune response in home­
less people as compared to gender- and age-matched 
housed controls, at least in the following parameters: ad­
herence to tissues of both neutrophils and lymphocytes, 
neutrophil phagocytosis and superoxide anion levels, 
lymphoproliferation in response to mitogens of T lym­
phocytes, IL-2 levels in those culture supernatants, and 
NK activity. Plasma total antioxidant capacity was also 
impaired in the homeless individuals.
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Fig. 3. IL-2 levels in lymphocyte culture supernatants of human 
peripheral blood lymphocytes (a) and TNF-a levels in total blood 
culture supernatants (b) from homeless people and housed con­
trols matched for gender and age. Each column represents the 
mean ± SEM of 11 subjects, each value being the mean of dupli­
cate assays. *** p < 0 . 0 0 1  with respect to the value in the control 
group.
Fig. 2 . Lymphocyte adherence (a), lymphocyte chemotaxis (b), 
lymphoproliferation in response to PHA (c), and NK activity (d) 
of human peripheral blood lymphocytes from homeless people 
and housed controls matched for gender and age. Each column 
represents the mean ± SEM of 40 subjects, each value being the 
mean of duplicate or triplicate assays. Al = Adherence index; 
Cl = chemotaxis index (see Materials and Methods for details). 
** p < 0 .0 1 ; *** p < 0 .0 0 1 , with respect to the value in the control 
group.
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Immune cell adherence has been a function scarcely 
studied as regards psychoneuroimmunology. Either in­
creases or no changes in this function have been found in 
mouse and human models of anxiety [50-52]. Indeed, the 
very low adherence of the immune cells from the home­
less in comparison with those of housed controls may 
show a poorer function. Thus, cells would be more un­
likely to roll on the surface of endothelial cells, perform 
integrin-mediated adhesion to them and migrate through 
the endothelial layer. In addition to this, chemotaxis of 
immune cells to the source of bacterial infection appears 
to be deteriorated in the homeless population. These re­
sults agree with those found by us and other authors on 
the response to anxiety in human and mouse models [34, 
51-53]. This, however, contrasts with the situation in de­
pressed patients, who have previously been reported to 
show normal neutrophil chemotaxis [54].
Fig. 4 . Plasma cortisol levels (a) and total antioxidant capacity (b) 
in homeless people and housed controls matched for gender and 
age. Each column represents the mean ± SEM of 17 (a) and 28 (b) 
subjects, each value being the mean of duplicate assays. * p < 0.05 
with respect to the value in the control group.
With respect to phagocytic capacity, a strong func­
tional decline is observed in homeless individuals. Simi­
lar findings have been reported in depressed patients [55], 
although some authors did not find any changes [54]. 
Studies on mouse and human models of anxiety have also 
shown a diminished phagocytic function [34, 51, 52]. 
Killing of bacteria by intracellular oxygen radicals, such 
as superoxide anion, also seems to be a depressed func­
tion in homeless people as compared to the housed popu­
lation. This suggests that phagocytic cells from homeless 
individuals are defective in their ability to generate reac­
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tive oxygen intermediates, thus making homeless people 
more vulnerable to bacterial infections. However, Maes 
et al. [54] did not find such changes in depressed patients, 
whereas previous studies by our research group showed 
increased superoxide anion levels in anxious individuals 
[52]. Therefore, neutrophils could be involved in the in­
creased susceptibility to physical illnesses, such as bacte­
rial infections, of homeless people.
Lymphocyte proliferative response in the homeless 
population shows a markedly reduced response to PHA. 
Several studies on chronic stress, depression disorders, 
anxiety and loneliness have found that they are strongly 
related to a reduced PHA-induced lymphocyte prolifera­
tive response [52, 56, 57]. Therefore, these psychological 
conditions could contribute importantly to the impaired 
T lymphoproliferative function in homeless subjects. 
This finding suggests a reduced cell-mediated immune 
function in the homeless population. Together with their 
greater exposure to disease-causing agents [58] and high- 
er-risk behaviors [16], this weakened immune response 
could be a reason for the increased burden of infectious 
diseases borne by homeless people.
As regards NK activity, our results indicate a suppres­
sion of this function in the homeless population. We and 
other authors have reported a reduction of NK cytotoxic­
ity in anxiety and depressive disorders [52, 59]. Further­
more, loneliness, which is a condition related to depres­
sion, also seems to lead to inhibition of this function [56]. 
Thus, the higher prevalence of cancer and viral infections 
among the homeless, as compared to the housed popula­
tion, may not only be due to increased risk behaviors [16] 
but also to diminished immunosurveillance.
One possible mechanism linking homelessness to 
poorer immune response is the oxidative stress pathways. 
Plasma total antioxidant capacity, which is a good mark­
er of oxidative stress, is decreased in homeless subjects, 
reflecting a deficiency in their ability to rapidly handle an 
increase in reactive oxygen species, which would com­
promise cell functions. Similar results have previously 
been reported in anxious patients [52]. Oxidative stress 
may damage biologically important macromolecules, 
such as membrane lipids, which are particularly suscep­
tible to peroxidation, resulting in an altered membrane 
fluidity and cell membrane-related function, including 
chemotaxis and phagocytosis [60]. Consistent with these 
data, as mentioned above, the immune cells of homeless 
subjects show an impaired ability to migrate to the site of 
infection and the phagocytic capacity of neutrophils is 
also reduced. Higher oxidative stress has also been re­
lated to suppression of the production of some cytokines.
such as IL-2 [61], which is an important stimulus for lym­
phoproliferative responses and NK activity [62]. Accord­
ing to this, we found that the homeless group shows low­
er IL-2 levels, markedly reduced lymphocyte proliferative 
responses to PHA and significantly diminished NK cell 
activity; all congruent with previous observations in anx­
ious women [52].
Although, as has been discussed, homelessness, anxi­
ety and depression share some of their main effects on the 
immune system, homelessness seems to add certain traits 
to the whole picture. The homeless people studied in the 
present work indeed suffered anxiety and depression, but 
it must be considered that, through feelings of distress 
and negative affect, social isolation could be contributing 
importantly to the differences in the immune function 
changes observed in homeless people as compared to 
those shown by housed people suffering anxiety and de­
pression in other studies [63]. In addition, living on the 
streets or in inadequate shelters is a source of stress by 
itself, because it is related to crowded living conditions, 
exposure to the elements, limited hygiene and daily epi­
sodes of violence [25,63]. Several studies have found that 
homeless subjects are more likely to have health habits 
that put them at greater risk, including poorer sleep, a 
greater propensity for alcohol and drug abuse, poorer nu­
trition and less exercise, and that these behaviors have 
immunological consequences [64]. The homeless people 
studied in the present work were fed healthy diets, which 
provided optimum nutrition, in the day center/soup 
kitchen from which they were recruited. Therefore, nu­
trition is unlikely to play any role in the immune changes 
suffered by them. Moreover, alcohol and drug abuse were 
some of the exclusion criteria considered in the present 
work. However, additional research is needed to address 
these questions more fully.
In this study, another possible mechanism linking 
homelessness to impaired immune function was checked 
through the analysis of stress-related changes in both the 
HPA-axis and pro-inflammatory cytokine production. 
Anxiety and depression are often associated with dis­
turbed HPA regulation [13, 52]. Cortisol plays an impor­
tant role in the regulation of emotion [20], and several 
studies have shown that its increase has a depressive ef­
fect on immune function, changing immune cell traf­
ficking, proliferation, cytokine secretion, antibody pro­
duction and cytolytic activity [22, 23]. Consequently, 
increased levels of TNF-a were found in whole blood 
samples from anxious women cultured in the same con­
ditions as those used in the present work [52]. However, 
no changes to this pathway were shown by the homeless
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population. Again, although changes in HPA regulation 
under stress, anxiety and depression have been widely 
studied, they are not completely understood yet due to 
the high degree of overlap among the 3 conditions, Le- 
chin et al. [65] pointed out that the inability to cope with 
stress leads to raised plasma cortisol whereas depression 
shows an opposite profile consisting in adrenomedullary 
gland hyporesponsiveness. Nevertheless, contradicting 
results on depression and cortisol have been described in 
the literature. Besides, anxiety has been related to in­
creased plasma cortisol levels [52]. According to this, in­
dividuals suffering from all 3 conditions might as well 
show no change in the plasma levels of this hormone. 
Thus, other hormones and neurotransmitters, such as 
noradrenaline, adrenaline, dopamine, serotonin, (3-en­
dorphin or melatonin, would stand out as candidates for 
further research attempting to better understand the im­
mune function changes taking place in the homeless pop­
ulation.
It is important to consider that although, in this study, 
the samples were collected during a very strict short 4- 
hour interval of the day (from 10:00 to 14:00 h), this could 
have been a bias source, since cortisol has a very pro­
nounced diurnal rhythm with maximum levels being 
achieved early in the morning which decrease through­
out the day. Therefore, our results on this matter should 
be considered with caution. Moreover, another limitation 
of the present work derives from the fact that the sleep 
and awake periods could be different for the homeless 
and the housed sample, which could influence the rhythm 
of the HPA axis by inducing a shift in the glucocorticoid 
nycthemeral rhythm and thus in the modulation of the 
immune system functioning. Thus, future studies reduc­
ing the collection period and performing multiple assess­
ments per subject and day are advisable. Besides, because 
of technical reasons, some of the measurements for cor­
tisol, plasma antioxidants and cytokines were not per­
formed in all the samples, which might have negatively 
affected the statistical power of this work.
In addition, we constituted a homeless sample as rep­
resentative as possible, establishing exclusion criteria 
based on mental and physical health criteria, which could 
bias the measurements of interest. However, the time 
spent homeless by subjects from this group was relatively 
short, and some of them were not strictly homeless but 
inadequately housed people. The immunological differ­
ences found could be particularly noteworthy because 
the sample in this study may be healthier than the gen­
eral population of homeless people. Finally, our results 
would need to be confirmed in a larger sample.
Conclusions
The findings of this work have significant implica­
tions for health care policy and future research. The pres­
ence of an impaired immune function in homeless people 
may explain their increased susceptibility to infections 
and may also predispose them to advancement of exist­
ing illness processes, such as cancer, thus contributing to 
higher morbidity and mortality in these individuals. Fur­
ther studies are required to find possible pathways link­
ing homelessness to immune response, although oxida­
tive stress does seem to play a major role. Thus, strategies 
attempting to improve the immune function and de­
crease the oxidative stress suffered by leukocytes could be 
of great interest to those aiming to improve the quality of 
life of the homeless population.
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R E S U M E N
Introducciôn: Los estudios de la Organizaciôn Mimdial de la Salud indican que las personas viudas muestran 
menores indices de salud fisica y mental que el resto de la pobladôn de la misma edad cronolôgica. Por otra 
parte, la viudez y el aislamiento social son condiciones frecuentes en los mayores; sin e m b a ^ , las mujeres 
son las que presentan mayor incidencia, dada su mayor esperanza de vida media. Asi, el objedvo del présente 
trabajo die crear un modeio animal de soledad durante la vejez para estudiar en este los cambios en el perfil 
cognitivo, conductual e inmunitario a los que conduce el aislamiento social en esta etapa de la vida. 
Materiales y  métodos: Veinte ratones hembras de la cepa C57b/129sv estabulados en grupos de 4  a 5 animales 
hasta su vejez (18 m eses de edad) siguieron en  grupo (grupo control n =  10) o se aislaron a partir de ese 
momento y hasta alcanzar 24 m eses de edad (ratones aislados, n =  10). A esta edad avanzada los animales 
realizaron una serie de pruebas para valorar neofobia (test de esquinas), ansiedad (campo abierto) y  
aprendizaje y memoria (laberinto acuàtico de Morris). Posteriormente, se sacrificô a los animales, se obtuvo el 
timo y  de este la suspension celular en la que se analizô la capacidad citotôxica de las células natural killer (NK) 
trente a la linea tumoral murina YAC-1.
Resultados: El estudio conductual puso de manihesto que los animales aislados durante la vejez muestran un 
declive funcional y cognitivo, con aumento de la neofobia y de la ansiedad asi com o problemas de aprendizaje 
y memoria. Ademàs, la soledad conduce a una disminuciôn de la actividad de las células NK timicas. 
Conclusiones: Se demuestra la importancia del aislamiento y de la soledad durante la vejez, lo que exacerba la 
involuciôn mental e irununitaria durante este periodo a pesar de haber mantenido una vida social normal 
durante las etapas vitales anteriores.
© 2008 SEGG. Publicado por Elsevier Espana, S.L Todos los derechos reservados.
Social isolation during old age worsens cognitive, behavioral and immune 
impairment
A B S T R A C T
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Introduction: Several studies by the World Health Organization indicate that w idows and widowers show  
lower physical and mental health indexes than the age-matched general population. In addition, widowhood  
and social isolation are common in the elderly, w ith wom en being more affected than men due to their longer 
life span. Thus, the aim o f the present study w as to create an animal model o f solitude in old age to study the 
behavioral, cognitive and immunological changes induced by social isolation at this late stage o f life. 
Material and methods: Twenty female C57b/129sv mice, housed in groups o f 4 -5  until their old age (18 
months), remained in groups (controls, n =  10) or were isolated after reaching the age of 18 months and until 
they reached the age o f 24  months (isolated, n =  10). At this advanced age, the animals were submitted to a 
battery of tests to assess neophobia (comer test), anxiety (open-field test), and learning and memory (Morris 
water maze). Thereafter, the animals were sacrificed and the thymus was removed. The natural killer (NK) 
activity of the thymic cells against the YAC-1 murine tumor cell line was evaluated.
Results: Animals isolated during old age showed functional and cognitive decline, with increased neophobia 
and anxiety as well as learning and memory deficits. In addition, isolation reduced the NK activity o f  thymic 
cells.
Conclusions: We demonstrate the importance of social isolation and solitude during old age. Both social 
isolation and solitude exacerbate mental and immunological involution during this period, despite normal 
social life during previous stages o f life.
© 2008 SEGG. Published by Elsevier Espana, S.L All rights reserved.
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Introducciôn
Es bien conocido que el envejecimiento conduce a un deterioro 
conductual muy marcado, de modo que los individuos de edad 
avanzada muestran dificultades para afrontar situaciones nove- 
dosas de la vida diaria (aunque estas no supongan peligro alguno) 
y muestran mayores grados de ansiedad, lo que los autores de este 
artîculo junto con otros autores han demostrado tanto en 
humanos^  ^ como en ratones^  t  De igual forma, numerosas 
aportaciones cientiRcas han evidenciado el declive cognitivo en 
el aprendizaje y la memoria que se produce en ambos al avanzar la 
edad^ ’®.
Por otra parte, el sistema inmunitario parece ser especialmente 
vulnerable al proceso de envejecimiento ,^ mientras que su 
deterioro se encuentra intimamente relacionado con la morbi- 
mortalidad asociada a la edad debido al declive de las funciones 
defensivas esenciales que este sistema ejerce en el organismo. El 
riesgo de présentât infecciones y la gravedad de estas aumentan 
en la vejez, al igual que la susceptibilidad al cancer^ . Esto ultimo 
puede ser, en parte, consecuencia del deterioro en la funciôn 
antitumoral de las células natural killer (NK) que se da con la 
edad®-^ °. Ademàs, la capacidad de préservât una funciôn inmuno- 
lôgica adecuada ha demostrado ser un buen marcador de salud y 
predictor de longevidad”, lo que queda evidenciado en el caso de 
los sujetos centenarios’ .^
El aislamiento social es una situaciôn frecuente en los mayores. 
El anciano siente una falta de compahia, de afecto y de apoyo que 
se agrava por la carencia de relaciones sociales de calidad. Entre 
las posibles causas se encuentran varias circunstancias a las que el 
anciano debe hacer frente en esta etapa de la vida: la jubilaciôn, la 
dihcultad para encontrar amistades nuevas, la existencia de cierto 
rechazo por parte de la sociedad y, de forma muy destacada, la 
viudez y la pérdida de otros seres queridos. Todo esto conduce a 
una privaciôn de apoyo emocional, fisico y econômico ante la que 
el anciano tiene menor capacidad de respuesta.
Estudios de la Organizaciôn Mundial de la Salud indican que 
las personas viudas muestran menores indices de salud fisica y 
mental que el resto de la poblaciôn de la misma edad 
cronolôgica’ ;^ sin embargo, las mujeres son las mas afectadas 
debido a su mayor esperanza de vida media’t  Asi, el aislamiento 
social se considéra un factor de riesgo en el desarrollo de 
enfermedades en los mayores’  ^ o en las discapacidades que se 
presentan como resultado de éstas’® (en consecuencia, también es 
un factor de riesgo de morbimortalidad’ )^. Dada la intima 
comunicaciôn que hay entre los sistemas nervioso e inmunolô- 
gico’®, la desregulaciôn inmunitaria que se produce en los 
mayores, tanto per se como por consecuencia del deterioro del 
sistema nervioso, puede ser un elemento clave que détériora la 
salud a la hora de afrontar todas estas emociones negativas 
mencionadas con anterioridad’®.
En vista de lo comentado anteriormente, el objetivo del 
présente trabajo fue crear un modelo animal de soledad durante 
la vejez y estudiar en este los cambios en algunos parâmetros del 
perRl cognitivo, conductual e inmunitario a los que puede 
conducir el aislamiento social en esta etapa de la vida.
Material y métodos
Modelo animal
Se emplearon 20 ratones hembras de la cepa C57b/129sv 
estabulados en el Departamento de Psiquiatria y Medicina Legal 
del Instituto de Neurociencias de la Universitat Autônoma de 
Barcelona. Los animales vivieron en grupos de 4 a 5 hasta su vejez 
(18 meses de edad). A partir de ese momento se mantuvieron en
grupo (grupo control, n = 10) o aislados hasta alcanzar 24 meses 
de edad (ratones aislados, n = 1 0 ).
En las condiciones de estabulaciôn se usaron jaulas makrolon iv 
estândares (35 x 35 x 25 cm) con un lecho de 10 cm de serrin y 
con agua y comida ad libitum (dieta de acuerdo con las 
recomendaciones del American Institute of Nutrition para anima­
les de laboratorio). Las condiciones de temperatura (22 ± 2 °C), 
humedad (entre el 50 y el 60%) y luz (ciclos de 12 h, con encendido 
de luces a las 9.00) se controlaron diariamente.
Los animales se trataron en todo momento de acuerdo con los 
principios descritos en las European Community Council Directi­
ves (1201/2005 EEC).
Estudios conductuales
A la edad avanzada de 24 meses, los animales realizaron una 
serie de pruebas conductuales estandarizadas, utiles para detectar 
alteraciones conductuales en roedores^ ® y que valoran neofobia 
(test de esquinas), ansiedad (campo abierto) y aprendizaje y 
memoria (laberinto acuàtico de Morris). El dia anterior al inicio de 
estas pruebas, los animales se identificaron mediante rotulaciôn 
de la cola con un numéro blanco. El orden de los animales en las 
distintas pruebas se contrabalanceô por la situaciôn «ratones en 
grupo y ratones solos». Dentro de los animales en grupo, se eligiô 
uno de cada jaula antes de escoger otro animal de la misma jaula 
con el fin de minimizar la manipulaciôn repetida. Las pruebas 
conductuales se realizaron en la misma sala de estabulaciôn (test 
de esquinas) o en una sala contigua (campo abierto y laberinto 
acuàtico de Morris) y siempre dentro de un rango horario estrecho 
(entre las 10.00 y las 13.00) para evitar efectos debido al ritmo 
circadiano.
Test de esquinas
El test de esquinas utilizado para evaluar la neofobia o el miedo 
a la novedad consiste en colocar al animal en el centro de una 
jaula cuadrangular idéntica a las que se utilizan para la 
estabulaciôn. La jaula està descubierta y llena de un lecho de 
10 cm de serrin. El experimentador observa la conducta espontà- 
nea del animal y anota el numéro de esquinas que el animal visita 
en un periodo de 30 s. Se utiliza una jaula distinta para cada 
animal, para evitar interferencias en esta conducta debido al 
rastro de olor de otro animal.
Campo abierto
Una vez Analizado el test de esquinas, el animal permanece en 
la jaula y se lo traslada a una sala contigua pintada de negro en la 
que se évalua durante 5 min su conducta en un «campai abierto» 
(caja de madera de fabricaciôn artesanal de 50 x 50 x 25 cm) de 
color blanco e iluminado (20 Ix). Estas circunstancias no> resultan 
cômodas para el animal, por lo que genera cierta aversiôm frente a 
estas. Asi, el tiempo que el ratôn necesita para salir del àrea 
central (latencia del centro) o para iniciar la conducta de 
acicalamiento (latencia de grooming) son medidas estândares, 
que permiten valorar su grado de emotividad y de ansiedad.; 
Después de efectuar la prueba a cada animal, la caja se limpia 
rigurosamente con agua y alcohol.
Laberinto acuàtico de Morris
El laberinto acuàtico de Morris^ ’ permite realizar distintas 
tareas de aprendizaje y de memoria espacial. El laberinto) consiste 
en una piscina de 90 cm de diàmetro llena de agua a tennperatura 
templada (25 °C) hasta 15 cm por debajo del limite supeirior de la. 
pared y en la que es posible colocar una plataforma mo visible 
sumergida 1 cm por debajo de la altura del agua, que prermite al 
animal subir a esta a descansar y asi acabar la prueba.
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Cada dia. los animales se trasladan a la sala en la que se realiza 
esta prueba y en la que hay 20 jaulas individuales (35 x 35 x 25 
cm) con 10 cm de serrin, una para cada animal. En cada sesiôn, se 
introduce el animal con delicadeza en la piscina en uno de los 
puntos cardinales (norte, sur, este y oeste) escogido previamente 
de forma aleatorizada. La primera tarea que realizan los animales 
en el laberinto es el «aprendizaje de la posiciôn de la plataforma». 
Consiste en aprender y recordar dônde esta la plataforma (fija en 
medio del cuadrante sudeste) durante 4 sesiones diarias espa- 
ciadas en 15 min (memoria a corto plazo) y durante varios dias 
consecutivos (memoria a largo plazo), hasta que los animales 
encuentran la plataforma en un minimo de tiempo que ademàs es 
idéntico (llegan a la asintota) durante 2  dias consecutivos.
Una vez que los animales han aprendido en que consiste la 
prueba y donde està la plataforma, se los expone a 2  pruebas 
nuevas^  ^ que consisten en 4 ensayos consecutivos de «memoria 
de trabajo»^  ^ en los que el animal se introduce en la piscina 5 s 
después de haber realizado el ensayo anterior. En cada una de 
éstas, la posiciôn de la plataforma es distinta a la que tuvo durante 
la prueba anterior y se les concede un màximo de 90s para 
encontrarla (dado que se espera que inicialmente los animales 
continùen buscando la plataforma alli donde estuvo durante los 4 
dias previos y, por tanto, necesitan màs tiempo para encontrarla).
En la primera prueba, la plataforma sumergida ha cambiado de 
posiciôn respecto a los dias anteriores, se encuentra ahora a 180° 
(en medio del cuadrante noroeste) y los animales entran en la 
piscina desde el sur. El segundo dia, la plataforma se encuentra en 
el centro de la piscina y los animales entran por el este. Para 
Rnalizar. se realiza una cuarta prueba de «aprendizaje de 
plataforma visible» para contrastar diferencias de atenciôn o de 
motivaciôn, que consiste en 4 ensayos distanciados por 15 min 
(entradas por el oeste, sur, norte y este, respectivamente), en la 
que se mide el tiempo que el animal necesita para subir a la 
plataforma. Tienen un màximo de 60 s cuando la plataforma està 
visible (elevada 0,5 cm respecto a la altura del agua), en posiciôn 
noroeste y sehalizada de forma vistosa con una bandera a rayas 
negras y  blancas. En todas las pruebas, cuando el animal no 
encuentra la plataforma en el tiempo estipulado, el experimen­
tador lo coloca en ésta durante 1 0  s, exactamente el mismo tiempo 
que pemnanecen los animales en ésta cuando la encuentran por si 
solos.
Estudios inmunolôgicos
Obtenâôin de las células inmunitarias
Una wez Rnalizadas las pruebas de conducta, se sacrificô a los 
animales por dislocaciôn cervical de acuerdo con las directrices 
descritas en las European Community Council Directives (86/6091 
EEC). Se obtuvo el timo de forma aséptica, se liberô de las 
impurezias visibles y se trasladô inmediatamente en medio RPMl 
1640 fri(D (PAA, Laboratories GmbH, Pasching, Austria) al Departa­
mento (de Fisiologia (Fisiologia Animal II) de la Universidad 
Compluttense de Madrid. Una vez alli, se homogeneizô de forma 
manual en un medio de soluciôn salina de fosfato (PBS), 
presionando con suavidad a través de una malla metâlica (Sigma, 
St. LouiS), EE. UU). La suspensiôn de las células timicas résultante 
se lavô y/ sedeterminô su numéro mediante microscopia ôptica. Se 
ajustô prosteriormente a 10®células/l en medio RPMl 1640 sin rojo 
fenol (EPAA, Laboratories GmbH. Pasching, Austria) para la 
realizaciiôn del anàlisis. La viabilidad celular, medida de forma 
habituall antes y después de cada experimento a través del test de 
exclusiôm Azul Tripàn (Sigma, St. Louis, EE. UU), fue superior al 
98% en ttodos los casos.
Actividad antitumoml de las células natural killer
Se empleô un método colorimétrico enzimàtico para medir la 
lisis de las células diana (Cytotox 96 TM Promega, Boeringher 
Ingelheim, Alemania) basado en la determinaciôn de la actividad 
de la enzima lactatodeshidrogenasa mediante sales de tetrazo- 
lio’°. Brevemente, el anàlisis consistiô en incubar las células diana 
(células YAC-1 procedentes de un linfoma murino; 10^  células/ 
pocillo) junto con las células efectoras (células del timo; 1 0  ^
células/pocillo) en plaças de cultivo de 96 pocillos con fondo en 
«U» (Nunclon, Dinamarca). Las plaças se centrifugaron a 250 g 
durante 4 min para facilitar los contactos celulares y se incubaron 
durante 4 h a 37 °C en una atmôsfera hùmeda y al 5% de diôxido de 
carbono. Se empleô medio RPMl 1640 sin rojo fenol que no 
interfîere con la determinaciôn colorimétrica. Tras la incubaciôn, 
se midiô la actividad de la enzima lactatodeshidrogenasa en 50 pl 
del sobrenadante de cada pocillo mediante la adiciôn del sustrato 
de la enzima y la posterior medida de la absorbancia a 490 nm. 
Ademàs, se llevaron a cabo varias medidas de control para conocer 
la lisis espontànea de las células diana y de las células efectoras, 
asi como la lisis total de las células diana.
Los resultados se expresaron como porcentaje de lisis. Para su 
càlculo, se siguiô la ecuaciôn que se indica a continuaciôn: lisis 
(%) = [(£-ES-TS)/(M-TS)] x 100 donde £ es la media de las 
absorbancias en presencia de células efectoras y de células diana, 
ES es la media de las absorbancias en los pocillos de células 
efectoras solas, TS es la media de las absorbancias en los pocillos 
de células diana solas y M es la media de las absorbancias 
màximas obtenidas tras la incubaciôn de las células diana con 
soluciôn de lisis.
Estadîstica
En primer lugar, se comprobô la normalidad de las muestras 
mediante la prueba de Kolmogorov-Smimov. Las diferencias entre 
los 2  grupos expérimentales se analizaron mediante el test de la t 
de Student para muestras independientes. En el laberinto acuàtico 
de Morris, las diferencias entre grupos durante los distintos 
ensayos o durante los distintos dias se evaluaron con el anàlisis 
ANOVA (anàlisis de la variancia) para medidas repetidas, mientras 
que las comparaciones entre grupos en un ensayo concreto se 
evaluaron con el test de la t de Student para muestras 
independientes. En todos los casos, la signiGcaciôn estadîstica se 
considerô a partir de p<0,05.
Resultados
Estudios conductuales
El estudio conductual pone de manifîesto que los animales 
aislados durante la vejez muestran un declive funcional y 
cognitivo con un aumento en pautas de neofobia y ansiedad, asi 
como problemas de aprendizaje y memoria.
Como se indica en la figura 1, los animales que se aislaron en la 
vejez realizaron menos exploraciones de las esquinas de la jaula 
nueva que aquellos que continuaron estabulados en grupo (test de 
la t de Student; p<0,05).
En el campo abierto (fig. 2), el anàlisis de las latencias de salida 
del recuadro central (fig. 2 A) o de la conducta de acicalamiento 
(fig. 2B) indica que los animales mantenidos en aislamiento tienen 
valores superiores a los animales mantenidos en grupo (test de la t 
de Student; p<0,05 en ambos casos).
En la figura 3A se ilustran los resultados por ensayos diarios de 
las pruebas realizadas en el laberinto acuàtico de Morris. En la 
prueba de aprendizaje de la posiciôn de la plataforma, los 2  grupos
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Neofobia 
Prueba de esquinas
Grupo Solas
Figura 1. Prueba de las esquinas para valorar la neofobia. Se représenta el numéro 
de esquinas que visitan ratones hembras viejas mantenidas en grupo (grupo) y 
aisladas en la vejez (solas). Cada columna représenta la media ±  error estândar de 
10 valores correspondientes a 10 animales. *p<0,05 respecto al valor obtenido en 
los animales mantenidos en grupo.
B
Latencia salida 
Recuadro central
Latencia conducta 
Acicalamiento
-T- 200
-  150
Grupo Solas Grupo Solas
Figura 2. Prueba de campo abierto para valorar la ansiedad y la emotividad. Cada 
columna représenta la media ±  error estândar de 10 valores correspondientes a 10 
animales. A) Se représenta la latencia en segundos de la salida del recuadro central. 
B) Se représenta la latencia en segundos de la conducta de acicalamiento en 
ratones hembras viejas mantenidas en grupo (grupo) y aisladas en la vejez (solas). 
*p<0,05 respecto al valor obtenido en los animales mantenidos en grupo.
expérimentales muestran curvas de aprendizaje similares durante 
los 4 dias que dura la prueba, pero cuando se analizan los 4 
ensayos realizados en cada uno de los 4 dias se observa que la 
diferencia entre el primer y el ultimo ensayo del primer dia es 
positiva en los animales aislados, con una tardanza o un aumento 
del tiempo de 2,9 ± 5,3 s respecto a la mejora de -18,9 ± 10,6 s 
mostrada por los animales mantenidos en grupo. Esto se traduce 
en una diferencia estadisticamente significativa cuando se 
compara el tiempo que ambos grupos necesitan para encontrar 
la plataforma en este ultimo ensayo del primer dia (test de la t de 
Student; p<0,05). Ademàs, en la primera prueba de memoria de 
trabajo, en la que se cambiô la posiciôn de la plataforma respecto a 
los 16 ensayos anteriores, los animales en grupo muestran 
mayores tiempos comparativamente a los animales aislados (test 
de la t de Student, p<0,05) mientras que en la segunda prueba de 
memoria de trabajo ya no se aprecian diferencias entre los 2  
grupos expérimentales (fig. 3B). Esto evidencia que los animales 
en grupo mantienen el recuerdo de la posiciôn de la plataforma 
durante los 4 dias anteriores y continùan buscàndola alli donde 
estuvo en esos dias. mientras que los animales aislados la 
encuentran con la misma dificultad que cuando realizaron la 
primera prueba en el laberinto. Una vez que los animales 
aprenden que la posiciôn de la plataforma puede cambiar respecto 
a dias anteriores, las diferencias entre ambos grupos desaparecen.
Estudios inmunolôgicos
Por otra parte, la soledad en la vejez conduce a una 
disminuciôn estadisticamente significativa de la actividad litica
de las células NK timicas (grupo control: 27 ± 22, ratones 
aislados: 15 ± 1%; p< 0,001) (fig. 4).
Discusiôn
Este trabajo présenta el primer modelo animal qie aborda 
experimentalmente una situaciôn comùn para muchas personas 
mayores que por distintas razones experimentan li soledad 
durante su vejez tardia a pesar de haber gozado de una vida 
social activa en etapas anteriores.
En humanos, el declive cognitivo y fisico asociado a la edad 
està caracterizado por mayores tiempos de reacciôn. dianinuciôn 
de la capacidad de atenciôn y de concentraciôn asi omo peor 
memoria a corto y largo plazo; la novedad y el grado dedificultad 
son los factores màs relevantes que condicionan el decîve^t
El modelo animal de soledad en el envejecimienti muestra 
disminuciôn de respuestas en la prueba de las esquinas para la 
neofobia y aumento de latencias en el campo abierti. Esto es 
indicativo de que el individuo de edad avanzatb aislad 
socialmente tiene màs dificultades para desenvolierse co 
normalidad en ambientes nuevos o potencialmente anriogénicos 
que el individuo que continua viviendo en comunidad. jistamente 
estas variables son las mismas que se encuentran afectadas en 
modelos animales mutantes que muestran ansiedad y menor 
supervivencia^ ®, y son también las variables que en ratones tripl 
transgénicos 3xTgAD sirven para describir cambios similares a 
algunos de los sintomas neuropsiquiàtricos tipicos asodados a la 
enfermedad de Alzheimer, incluso se anticipan a la apariciôn de 
las primeras deficiencias cognitivas leves y avanzan en paralel 
con el posterior curso de la demencia^ ®-^ ®. Todo esto demuestr 
que los individuos expuestos a la soledad en su edad avanzad 
pueden tener una mayor vulnerabilidad a los trastornos mentales.
La capacidad para adaptarse a situaciones nuevas que ademà 
implican funciones cognitivas superiores, como el aprendizaje y la 
memoria, también es menor en los animales viejos aislados. En el 
primer dia de test en el laberinto acuàtico de Morris, los animale 
no muestran ninguna mejora durante los 4 ensayos, lo qu 
significa que no consiguen entender en qué consiste la tarea que 
deben realizar o que no recuerdan con igual eficacia dônde està la 
plataforma sumergida. Sin embargo, la repeticiôn de U tarea en 
dias sucesivos ayuda a optimizar los resultados y reduce la 
diferencias entre los 2  grupos expérimentales, probablement 
porque la repeticiôn de la tarea implica la reducciôn de la novedad 
y de la dificultad y ayuda a los procesos de consolidaciôn de la 
memoria. Es decir, a pesar de presentar mayor dificultad inicial. 
los individuos viejos aislados mejoran con la pràctica.
Estos resultados se reiteran cuando en la segunda y la tercer 
prueba se exige a los animales aprender una nueva localizaciôn d 
la plataforma. Se observa claramente que todos los animale 
requieren màs tiempo para encontrarla porque no se localiza ail 
donde la encontraron durante los 16 ensayos realizados en los dia 
anteriores. En general, los animales de edad avanzada mantenidos 
en grupo social necesitan màs tiempo para encontrar la plata 
forma en la nueva localizaciôn que los animales aislados 
probablemente porque recuerdan mejor la antigua posiciôn ç 
insisten màs en buscarla en la zona en que estuvo.
En la tercera prueba la situaciôn de posible cambio de 1 
plataforma parece predecible y ambos grupos muestran igua 
eficacia en su bùsqueda. Es interesante observer que cuando 1 
plataforma està visible, los 2  grupos expérimentales invierte 
exactamente el mismo tiempo en encontrar la plataforma. com 
ocurriô en los dias 3 y 4 de su adquisiciôn, lo que indica que e 
situaciones controladas y de baja dificultad (la plataforma s 
encontraba en un lugar conocido a causa de la pràctica. visible
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Aprendizaje y memoria
Laberinto acuàtico de morris
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Figura 3. Laberinto acuàtico de Morris para valorar el aprendizaje y la memoria (latencias por segundos) en ratones hembras viejas mantenidas en grupo (grupo) y aisladas 
en la vejez (sofas). Cada punto représenta la media±error estândar de 7 a 9 valores correspondientes a ese mismo numéro de animales. *p <0,05 respecto al valor obtenido 
en los animales mantenidos en grupo. A) En cada ensayo. B) Media de cada prueba. MTl y MT2) Pruebas de memoria de trabajo, dias uno y 2, respectivamente: cada dia 
consta de 4 sesiones. PTl, PT2, PT3 y PT4) Prueba de la adquisiciôn de la plataforma, dias uno a 4, respectivamente; cada dia consta de 4 sesiones. V) Prueba de la plataforma 
visible que consta de 4 sesiones.
Actividad de las células NK 
timicas
30 n
Grupo Scias
Figura 4. Actividad litica frente a células tumorales (% lisis) de las células natural 
killer (NK) timicas procedentes de ratones hembras viejas mantenidas en grupo 
(grupo) y aisladas en la vejez (solas). Cada columna représenta la media ±  error 
estândar de 7 a 10 valores correspondientes a ese mismo numéro de animales. 
Cada valor es la media de ensayos realizados por triplicado. *p< 0,001 respecto al 
valor obtenido en los animales mantenidos en grupo.
muy bien indicada) los animales viejos aislados no se diferencian 
de los animales mantenidos en grupo.
Por tanto, generalmente el aislamiento en la vejez afecta a la 
capacidad de respuesta a situaciones novedosas, potencialmente 
ansiogénicas y que requieren funciones superiores de aprendizaje
y memoria, pero los individuos mejoran con la disminuciôn de la 
novedad o con la disminuciôn del grado de dificultad y se 
benefician de la pràctica.
Paralelamente al deterioro cognitivo y fisico asociado a la edad, 
la vejez comporta cambios fùncionales en el sistema inmunitario 
que se conocen como inmunosenescencia. Dada la esencial 
funciôn defensora frente a agentes extranos y antitumoral que 
este sistema ejerce en el organismo, el mantenimiento de una 
respuesta inmunitaria adecuada se considéra como un excelente 
marcador de salud e incluso se ha relacionado con la longevidad 
de los individuos ’^. Es bien sabido que al envejecer aumenta la 
incidencia de infecciones y cancer®; enfermedades relacionadas 
directamente con la funcionalidad de los leucocitos y màs 
concretamente con la actividad citotôxica natural de las células 
NK en el caso de procesos vîricos y tumorales. De hecho, esta 
funciôn parece ser especialmente sensible al proceso de enveje­
cimiento y demuestra ser un buen predictor de longevidad en 
modelos animales^ .^
Por otra parte, el sistema nervioso y el sistema inmunitario se 
encuentran intimamente relacionados y forman una compleja red 
de interacciones bidireccionales que mantiene la homeostasis del 
organismo y, por tanto. la salud’®. Dada esta comunicaciôn 
estrecha entre ambos, factores ambientales como el estrés, ya 
sea por aislamiento. exposiciôn a relaciones sociales excesiva- 
mente jeràrquicas u otras situaciones que implican adaptaciôn a
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cambios ambientales extremes, danan la funciôn inmunolôgica 
del individuo. Del mismo modo, la exposiciôn continua a estos 
factores puede derivar en estados de ansiedad crônica, una 
alteraciôn que tiene un fuerte impacto sobre las funciones 
leucocitarias claves, como lo es la actividad antitumoral de las 
células NK^ ®.
De los resultados obtenidos en el présente trabajo se puede 
deducir que ambas condiciones (envejecimiento y aislamiento) 
unidas en las ultimas etapas de la vida tienen un efecto 
considerable sobre la actividad de las células NK, ya que esta 
funciôn disminuye muy significativamente en los animales viejos 
aislados al compararlos con los animales mantenidos en grupo, en 
los que el deterioro es menor. Esto puede conducir a un declive 
acelerado de la salud y por tanto a una muerte prematura de los 
individuos de edad avanzada que se encuentran solos. de donde se 
deduce la importancia de preservar lazos sociales de calidad en la 
vejez. Del mismo modo, estrategias de promociôn de la funciôn 
inmunolôgica, como el ejercicio moderado^ ® o el enriquecimiento 
ambiental®°, es decir, mantener una vida activa tanto fisica como 
mentalmente, pueden ser beneficiosas en personas mayores que 
tengan que afrontar la soledad.
Concluskmes
Se ha demostrado la importancia del aislamiento y de la 
soledad durante la vejez, lo que exacerba el deterioro mental e 
inmunitario durante este periodo a pesar de haber mantenido una 
vida social normal durante las etapas vitales anteriores. Ademàs, 
los resultados sugieren que la realizaciôn de estrategias terapéu- 
ticas dirigidas a potenciar la interacciôn social y a promocionar la 
actividad fisica puede resultar beneficiosa para paliar el declive 
neuroinmunitario acelerado que se observa en los individuos 
aislados de edad avanzada.
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Immune function, oxidation and NFkB in longevity
Summary
Aging is associated with a decline in immune function, termed immunesenescence. 
However, there is great individual variability in the degree of immunesenescence, with a 
significant association between the degree of impairment of specific adaptive and innate 
immune parameters and mortality, termed the immune risk phenotype. In order to 
determine the mechanisms determining variability in the immune risk phenotype, we 
have investigated several immune functions and oxidative-inflammatory stress 
parameters in peritoneal leucocytes (lymphocytes, macrophages and NK cells) from 
ICR/CD 1 female mice of different ages, i.e. adult (37±4 weeks), old (69±4 weeks), veiy 
old (92±4 weeks) and extreme long-lived (125±4 weeks). Immune cells from extreme 
long-lived animals showed preservation of immune function in response to stimuli, and 
controlled oxidative-inflammatory stress as well as NFkB activation in resting 
conditions, comparable with that seen in adult individuals. In contrast, the old and very 
old animal groups showed impaired immune function and increased 
oxidation/inflammation. Thus only animals with controlled basal NFkB activation in 
leucocytes achieved extended longevity. Our results support maintained immune 
function as a predictor of longevity and point to maintained regulation of NFkB activity 
as a key mechanism controlling inflammatory stress in immune cells and contributing to 
longevity.
Introduction
The capacity to preserve an adequate immune function throughout aging has been 
suggested as a positive healthspan marker and several age-related changes in immune 
functions have been related to longevity (Wayne et al., 1990; Guayerbas and De la 
Fuente, 2003). The dysregulation and overall impairment in host immunity that occur 
with aging are evidenced by the higher risk and severity of infections and the increased 
susceptibility to cancer among aged subjects (Miller, 1996; Castle, 2000), which exert a 
great influence on age-related morbidity and mortality (Wayne et al., 1990). Indeed, 
specific age-related changes in immune function have been shown to correlate with 
increased mortality, such as an increase in the CD8:CD4 T cell ratio and a reduced 
naiveimemory T cell ratio, together termed the immune risk phenotype (ref-  A,Wikby). 
In addition a low level of NK cell cytotoxicity in 75 year olds has been shown to be a 
significant predictor of mortality (Ogawa et al 2005). Thus whilst biologically older 
individuals showing immune competence levels characteristic of chronologically older 
individuals have been found to die prematurely (Guayerbas et al., 2002a; Guayerbas and 
De la Fuente, 2003), centenarians and exceptionally long-lived mice exhibit a high 
degree of preservation of several immune ftmctions, which may be related to their 
ability to reach a very advanced age in healthy condition (Franceschi et al., 1995; Puerto 
et al., 2005; Alonso-Femândez et al., 2008). Crucially, the primary biological processes 
that influence healthy aging of the immune system remain poorly understood.
Aging is characterized by a chronic low-grade inflammatory status, so-called 
‘inflammaging’ (Franceschi and Bonafe, 2003; De Martinis et al., 2006), and oxidative 
stress (Harman, 1956; Baija, 2004). Recently, both theories of aging have been 
integrated in the Oxidative-Inflammatory theory of aging (De la Fuente et al., 2005), 
according to which persistent activation of transcription factors leading to sustained 
expression of a wide range of pro-inflammatory genes and long term oxidative stress in 
resting leucocytes would play a key role in immunesenescence (De la Fuente, 2008).
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Chronic oxidative stress (increase in oxidants and decrease in antioxidant compounds), 
leads to damage of cell components, including proteins, lipids and DNA contributing to 
the age-related decline of physiological functions, including immune function (Pawelec 
et al., 2002). Indeed, chronologically older humans and mice show higher levels of 
inflammation and oxidative stress in their leucocytes, coincident with the impaired 
immune responses (De la Fuente et al., 2004; 2005; Alvarado et al., 2006a; 2006b; 
Arranz et al., 2007). In contrast, recent studies have shown lower expression of genes 
resulting in inflammation and oxidation in human centenarians, who show preserved 
immune functions (Capri et al., 2006). Studies are therefore now needed to understand 
the underlying mechanisms leading to preservation of the inunune response in 
successful aging.
Nuclear factor-xB (NFkB) is a strong candidate for a potential mediator of the effects of 
inflammation and oxidative stress upon immune function. The activity of this pathway 
is increased in many chronic inflammatory disease states such as multiple sclerosis and 
acute lethal endotoxic shock (Merrill and Beveniste, 1996; Barnes and Karin, 1997; 
Victor and De la Fuente, 2003). Furthermore, NFkB was found to be down-regulated by 
glutathione precursors such as N-acetylcysteine, which then prevented excessive 
oxidation and inflanamation in animal models of these conditions (Victor and De la 
Fuente, 2003; Victor et al., 2003a). However, the activation status of NFkB in aging 
leucocytes has not been resolved, determin with the few field studies performed 
reporting contradictoiy results (Trebilcock and Ponnappan, 1996; Chung et al., 2006). 
The aim of the present work was thus to study several immune function and oxidative 
stress parameters, which show age-related changes, as well as NFkB activation in 
peritoneal leucocytes of ICR/CD 1 female mice of different ages, i.e. adult (37±4 weeks), 
old (69±4 weeks), very old (92±4 weeks) and extreme long-lived (125±4 weeks). The 
latter had achieved healthy and successful aging since the average lifespan for females 
of ICR/CD 1 mice strain in our animal house is 91.9±5.6 weeks (Guayerbas et al., 2002).
Results
Lymphocyte functions and Natural Killer (NK) activity in mice o f different ases 
These studies were performed using unfractionated peritoneal leucocyte isolates 
containing lymphocytes, macrophages and natural killer (NK) cells as previously 
described (Puerto et al, 2005), in order to better reproduce the in vivo immune response. 
One of the most important fimctions of lymphocytes crucial for their role in immune 
responses is their proliferative capacity (Fig. 1 A). Basal lymphocyte proliferation in 48h 
cultures was not affected by the aging process. Proliferation in response to 
lipopolysaccharide (LPS), mimicking bacterial infection, declined in lymphocytes from 
extreme long-lived animals when compared to mature adults (P<0.01), although the loss 
of proliferative capacity was much less than that seen in the old and very old age groups 
(P<0.001). In addition, proliferation stimulated by the T-cell mitogen concanavalin A 
(ConA) was preserved in the extreme long-lived as compared to mature adults, whereas 
old animals again showed a significantly decreased response (P<0.001). Migration of 
peritoneal lymphocytes to the infection focus (Fig. IB), mimicked by the 
chemoattractant agent fMLP, was shown to be significantly impaired in both old and 
very old animals compared to mature adult individuals (P<0.001), whereas extreme 
long-lived animals preserved this function at similar levels of those shown by younger 
adults.
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Lysis of YAC-1 tumour cells (Fig. 1C), which is mainly performed by specific 
cytotoxic CD8+ T cells, natural killer cells and macrophages, was lower in very old 
animals as compared to mature adults (P<0.05). Extreme long-lived animals showed 
levels of this function similar to the mature adults.
Macrophase functions and Reactive Oxvsen Species (ROS) levels 
The chemotactic capacity of macrophages towards the formylated peptide (Fig. 2A) was 
significantly impaired in very old animals (P<0.001) when compared to mature adults. 
In contrast, peritoneal macrophages from extreme long-lived mice showed increased 
migration compared with macrophages from mature adult individuals (P<0.05). 
Moreover, phagocytosis of latex beads (Fig. 2B and 2C), a key function of macrophages, 
was reduced in both old and very old animals (P<0.001) as compared to mature adults. 
Importantly macrophages from old and very old individuals not only phagocytosed less 
beads (fig. 2B), but also had reduced numbers of macrophages with phagocytic ability 
(fig. 2C). In contrast, the peritoneal macrophages from extreme long-lived animals 
showed intact phagocytic function. Stimulation of reactive oxigen species levels by 
phorbol-12-myristate-13-acetate (fig. 2D), which is a powerful activator of NADPH 
oxidase responsible of oxidative burst in phagocytes and T cells (cytotoxic and NK 
cells), was decreased in extreme long-lived individuals when compared to the adult 
group (P<0.05).
LPS-stimulated Tumour Necrosis Factor-a (TNF-a) and Con-A stimulated Interleukin-2 
(IL-2)production
TNF-a levels were measured in 48h culture supernatants of peritoneal leucocytes in 
response to LPS (Fig. 3A). This pro-inflammatory cytokine is produced by 
macrophages and also by Thl cells to prime the functional responses of phagocytes to 
microbes. The results show that LPS-stimulated levels of TNF-a were significantly 
decreased in old animals as compared to mature adult animals (P<0.001), whereas 
extreme long-lived mice preserved an adequate response, similar to that seen in the 
adult group. For Con-A stimulated IL-2 (Fig. 3B), supernatants of 48h cultures of 
peritoneal leucocytes from old and very old individuals showed significantly reduced 
levels when compared to younger subjects (P<0.001) whereas levels of IL-2 in the 
presence of ConA were found to be increased in extreme long-lived animals (P<0.05). 
Taken together these data confirm previous reports of reduced immune response with 
age, but reveal that those animals surviving to extreme old age in fact maintained an 
immune response more similar to that seen in younger adults.
Oxidative-Inflammatory markers in mice o f different a£es
Redox status: Glutathione (GSH) is the principal intracellular antioxidant and plays a 
major role in maintenance of the intracellular redox state. Oxidized glutathione (GSSG) 
represents an important oxidant compound. The levels of GSSG in peritoneal leucocytes 
(Fig. 4A) from old animals was increased compared to mature adults (P<0.05), but not 
in the extreme long-lived animals. Xanthine oxidase (XO) is an enzyme that catalyzes 
the oxidation of purine bases to uric acid in a reaction that generates ROS and can also 
act as an NADH oxidase. XO activity (Fig. 4B) was found to be increased in leucocytes 
from old individuals in comparison with mature adults (P<0.01), but extreme long-lived 
mice showed similar levels to the adults.
Total glutathione content (Fig. 5A) was reduced in resting peritoneal leucocytes from 
old subjects (P<0.001) as compared to mature adults. However, leucocytes from 
extreme long-lived mice showed similar levels to those from adult animals. In addition, 
glutathione peroxidase activity (Fig. 5B), which allows the antioxidant function of 
glutathione and can also act as direct antioxidant, was lower in leucocytes from both old 
(P<0.001) and very old (P<0.01) animals when compared to mature adults. Again,
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leucocytes from extreme long-lived animals showed preserved enzymatic activity. 
Moreover, catalase activity, which detoxifies from H2O2 and protects against severe 
oxidative stress, was also reduced in peritoneal leucocytes from very old mice (P<0.05) 
in comparison to mature adults, whereas extreme long-lived animals showed increased 
values (P<0.01).
Sustained activation of Nuclear Factor kB results in expression of a large repertoire of 
pro-inflammatory genes. Thus, nuclear extracts of peritoneal leucocytes were generated 
and the presence of NFkB-DNA binding activity was assessed by EMSA (Fig. 6A). The 
results show a low level of basal NFkB activation in cells from adult and extreme long- 
lived animals. However, leucocytes from both old and very old animals showed greater 
activation of NFkB compared to the adult animals (P<0.001), suggesting a chronic low 
level activation of this transcription factor in resting leucocytes with aging, but not in 
those animals that achieved extreme old age. It is important to note that only one out of 
ten individuals analyzed from the old and very old age groups ultimately achieved 
extreme longevity (138 and 132 weeks, respectively) and interestingly these two mice 
were the ones showing controlled NFkB activation in their leucocytes. To confirm the 
pro-inflammatory consequences of chronic NFkB activation we measured TNF-a levels 
in supernatants from 48h cultures of peritoneal leucocytes with no exogenous stimulus 
(Fig. 6B) and found that the levels of this cytokine showed a similar profile to the basal 
NFkB activation seen in the different age groups. Basal TNF-a was found to be 
increased in old (P<0.05) and very old individuals (P<0.001), as compared to adults, 
whereas the extreme long-lived showed similar values to the adult group. 
Anti-inflammatory response
Levels of IL-10, an anti-inflanunatory cytokine produced by Th2 cells, were measured 
in supernatants from 48h cultures of resting peritoneal leucocytes. Figure 7 shows that 
IL-10 levels were significantly lower in supernatants from old animals (P<0.001) when 
compared to mature adults, whereas extreme long-lived animals showed increased 
levels of IL-10 (P<0.05).
Discussion
By their very ability to survive well beyond average life expectancy, extremely long 
lived individuals of any species would be expected to have withstood the detrimental 
effects of the ageing process better than those individuals who do not live to extreme 
old age. The study of such individuals may thus provide important insights into the 
aging process and the processes that result in frailty in a wide range of physiological 
systems. The dysregulation and overall decline in the immune response with age is well 
documented and is evidenced by the higher risk and severity of infections and the 
increased susceptibility to cancer in aged subjects (Miller, 1996; Castle, 2000). The 
present study examined immune cell function and responses in adult mice of four 
different age groups, including those reaching extreme old age. The results demonstrate 
that peritoneal immune cells, including lymphocytes, NK cells and macrophages, from 
exceptionally long-lived animals preserved their function in response to stimuli and 
showed controlled oxidative-inflammatory status and minimal NFkB activation in 
resting conditions, similar to that seen in younger adults. In contrast the old and very old 
groups of mice showed impaired leucocyte function and increased 
oxidation/inflammation status, confirming previous findings of our group and others 
(Guayerbas et al., 2002a; Pawelec et al., 2002; De la Fuente, 2008a). Although this was 
a cross-sectional study we did monitor the life-spans of mice in the old and very old
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groups and only one animal in each group reached extreme old age. Interestingly these 
were the only animals within this group that showed controlled basal NFkB activation 
in their peritoneal leucocytes. These data suggest the importance of maintaining both 
redox status and a low-inflammatory and NFkB activity for maintaining immune 
function and achieving extreme old age.
Age-related alterations in immunity have been extensively studied and T cells are 
considered to be exquisitely sensitive to immunosenescence (Miller, 1996; Castle, 2000; 
Pawelec et al., 2002). Longitudinal studies in elderly individuals have defined an 
immune risk phenotype (IRP) in humans, which is predictive of significantly decreased 
survival, and includes inversion of the CD4:CD8 ratio and a low lymphoproliferative 
response (Wikby et al., 2005; De la Rosa et al., 2006). T lymphocyte proliferative 
responsiveness to antigens or mitogens also decreases with age, as does expression of 
the co-stimulatory molecule CD28 and production of the T cell growth factor IL-2 
(Guayerbas et al., 2002a; Pawelec et al., 2002; De la Fuente, 2008a; De la Fuente et al., 
2008b). The lower production of IL-2 with aging has been related to a skewing of CD4 
T cell responses during infection from a Thl towards a Th2 profile (Cakman et al., 1996; 
Ginaldi et al., 1999a). The present work revealed that extremely long-lived mice 
showed preserved ConA-stimulated proliferation and increased IL-2 production, 
suggesting that extended longevity was associated with maintenance of immune 
homeostasis including a preserved Thl/Th2 profile dominance. The relevance of these 
data to longevity is supported by epidemiological studies in humans showing that 
maintenance of the lymphoproliferative response to ConA is predictive of low 
morbidity and mortality (De la Rosa et al., 2006).
The present study also confirms our previous data showing an effect of age on 
lymphocyte proliferation in response to LPS (Puerto et al., 2005), but additionally 
reveals that extremely the long-lived mice showed a higher proliferative capacity than 
the old and very old groups but lower than the adults. LPS is known to directly activate 
innate immune cells, such as macrophages and can also activate B cells independently 
of antigen. B cells also reduce their proliferative response with aging (Whisler et al., 
1991; Frasca et al., 2003), but interestingly proliferative capacity can be restored to aged 
B cells by treatment with increased concentrations of IL-2 (Whisler et al., 1991), 
supporting the importance of the intact IL-2 response reported here in the extreme long- 
lived animals.
In addition to an intact lymphoproliferative response, extreme longevity in the mice was 
also associated with preserved lymphocytotoxic activity. The latter plays a central role 
in combating both viral infections and cancers and epidemiological data have shown 
that the majority of cancers occur in patients over the age of 65 years, but cancer 
incidence and mortality show a levelling off around the age of 85-90 years, and 
thereafter reach a plateau and decline (de Rijke et al., 2000). A growing literature shows 
the decrease of anti-tumour NK cell activity with aging (Puerto et al., 2005; De la 
Fuente, 2008; De la Fuente et al., 2008), in agreement with the present work. 
Diminished NK activity is also a well recognised element of the IRP and results in 
higher morbidity and mortality (De la Rosa et al., 2006). Importantly, extreme long- 
lived mice maintained their NK cell cytotoxic activity, a finding also reported for 
human centenarians (Bonafe et al., 2001; Bonafe et al., 2002).
Although phagocytes were thought to play a less critical role in the immune dysfunction 
occurring in the elderly, more recent investigations have shown a general decline in the 
function of these cells is a major reason for the increased susceptibility to bacterial and 
viral infections among aged subjects (Ginaldi et al., 1999a; Lord et al., 2001; Fulop et 
al., 2004; De la Fuente et al., 2004; De la Fuente, 2008). However, little is known of
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phagocyte function in successfully aged individuals, though, decreased phagocyte 
function has been found to be related to shorter lifespan in old individuals in both mice 
and man (Niwa et al., 1989; Guayerbas et al., 2002b; Guayerbas and De la Fuente, 2003; 
Alonso-Femândez et al., 2008). In the present study extremely long-lived mice showed 
preserved macrophage phagocytic function, suggesting that preservation of this function 
also contributes to longevity.
Leucocyte migration was also found to be impaired in old and very old mice, 
confirming previous work in humans and mice (Simons and Reynolds, 1990; Guayerbas 
et al., 2002b; Puerto et al., 2002; Fulop et al., 2004; De la Fuente et al., 2008), whereas 
long-lived animals showed a well-preserved migratory function in both lymphocytes 
and macrophages. Recent studies have reported a decrease with age in cell signalling 
elicited by ligation of a wide variety of immune cell receptors, leading to alteration of 
the receptor-driven functions of leucocytes, including chemotactic activity (Fulop et al, 
2004) and proliferative responses (Plunkett et a l, 2007). Interestingly, the signalling 
pathways affected were also diverse and included reduced signalling through MAP 
kinases and PI3-kinase/AKT (Fulop et al, 2004; Fortin et al;., 2007; Plunkett et al, 
2007). These data suggest that the effects of aging are not receptor specific and are 
targeted at events proximal to the membrane receptor. In this context alterations have 
been found in membrane lipid raft function with age which would be expected to 
modify immune receptor function. For example, recruitment of the receptor TREM-1 
into lipid rafts has been shown to be altered in neutrophils from older humans (Fortin et 
a l, 2007). Increased oxidative stress is known to affect membrane fluidity, for example 
through increased peroxidation of lipids. The data reported here show that extreme 
longevity was associated with the preservation of anti-oxidant mechanisms and we 
propose that this would have a beneficial effect on cell signalling in leucocytes and 
contribute to the maintenance of a variety of functions including proliferation, migration 
and cytokine secretion.
Maintenance of low oxidative-inflammatory parameters was indeed observed in the 
leucocytes of extreme long-lived mice, which showed an increased basal catalase 
activity and IL-10 levels, and decreased stimulated ROS levels. Increased catalase, a 
potent antioxidant enzyme, and IL-10, an anti-inflammatory cytokine produced mainly 
by Th2 cells, could be key mechanisms in preventing endogenous damage caused by 
oxidative burst and chronic inflammation, leading to long-term preserved immune cell 
function and longevity. Although ROS production is an important mechanism of 
microorganism destruction, an elevated ROS response can be deleterious for leucocytes 
and neighbouring cells (Victor and De la Fuente, 2003, De la Fuente, 2008). Previous 
studies fi*om our group have found reduced catalase activity in leucocytes from young 
prematurely aging mice, which further supports the impairment of this parameter as an 
early driver of aging of the immune system (Alvarado et al, 2006b). Moreover, 
phagocytes from human centenarians have shown increased catalase activity as 
compared to 25-35 year old individuals (Alonso-Femândez et al, 2008) and increased 
catalase activity in transgenic mice can delay aging and has been found to extend both 
median and maximum lifespan (Cutler, 2005; Enns et a l, 2008). The decrease in 
antioxidant defences in leucocytes from old and very old animals compared to mature 
adults was coincident with the increase in oxidation markers, namely enhanced oxidized 
glutathione content and basal XO activity. Oxidized glutathione levels in leucocytes 
have previously been described to be higher in old mice (Alvarado et a l, 2006a), in 
agreement with the present results. In addition, an age-related increase in XO activity 
has been found in human and rat plasma (Aranda et a l, 2007). In contrast, successfully 
aged animals showed oxidized glutathione levels and basal XO activity similar to adult
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individuals. Thus, taken together, long-lived animals show a well-preserved redox state, 
in terms of antioxidant defences and oxidant compounds, in peritoneal leucocytes, 
which could be related to the well-conserved fimction in response to stimuli of these 
cells.
Immune cells are constantly exposed to sublethal doses of different aggressors which 
could lead to the creation of a chronic low grade inflammatory state and thereby 
contribute to tissue aging (Toussaint and Remade, 1996). Indeed, the present work 
shows increased levels of basal TNF-a in resting leucocyte cultures from old and very 
old animals, whereas the basal levels of TNF-a in long-lived mice were similar to those 
of animals at younger ages. Increased production of inflammatory cytokines in resting 
cells leading to elevations of circulating proinflammatory markers, such as TNF-a, 
results in frailty and disability in the elderly and is associated with dementia, functional 
disability and high mortality risk (De Martinis et al., 2006). Moreover, gene 
polymorphisms located within the promoter regions of pro-inflammatory cytokines 
influence susceptibility to age-related diseases, by increasing gene transcription and 
thus cytokine production, whereas genetic variations determining production of anti­
inflammatory cytokines or decreased production of pro-inflammatory cytokines have 
been found to be associated with successful aging (Lio et al., 2003; De Martinis et al., 
2006). In a study on 190 Italian centenarians, the IL-10 -  1082/G polymorphism was 
demonstrated as a specific marker for longevity (Lio et al., 2002). This genotype, 
associated with high IL-10 production, was argued to confer an anti-inflammatory status, 
thus enhancing the possibility to attain extreme longevity. In addition, the IL-10 -  
1082/G genotype is much less frequent in patients affected by Alzheimer’s disease (De 
Martinis et al., 2006). The present work shows decreased levels of basal IL-10 in resting 
leucocyte cultures from old animals with respect to mature adults, whereas these levels 
were higher in extreme long-lived animals, which further supports the key role played 
by this cytokine in attaining longevity.
Finally, this study showed that activation of NFkB in resting peritoneal leucocytes 
exhibited the same profile as TNF-a secretion, increasing in old and very old 
individuals and being similar in long-lived animals to that of adult mice. Moreover, in 
the old and very old groups of mice, only subjects showing controlled basal NFkB 
activation in leucocytes achieved extreme longevity, which ftirther supports the key role 
played by this transcription factor in aging of the immune system. NFkB is a ubiquitous 
transcription factor known to be activated by proinflammatory cytokines and oxidative 
stress, both present in the old and very old groups of animals. In turn, NFkB induces the 
expression of a variety of genes encoding molecules involved in the immune and 
inflammatory responses such as proinflammatory cytokines and adhesion molecules 
(Droge, 2002; De la Fuente, 2008). Thus, activation of NFkB must be under tight 
control since adequate levels of NFkB activation both in basal conditions as well as in 
response to stimuli are essential for the adequate preservation of cell homeostasis and 
consequent development of a proper immune response. In contrast, persistent high 
NFkB activation in basal conditions could be deleterious and has been related to a wide 
range of aging-related diseases, such as atherosclerosis (Ginn-Pease and Whisler, 1998). 
In conclusion, the present work confirms that successfully aged subjects would be those 
who have the better capacity to adapt and deal with immunological stressors throughout 
life (Franceschi et al., 2000b) and indicates that controlled NFkB activation in resting 
leucocytes could contribute importantly to a well-preserved response to stimuli of 
immune cells leading to increased longevity.
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Experimental Procedures
Animals
We used 44 female ICR/CD-1 mice {Mus mus cuius) purchased from Harlan Ibérica 
(Barcelona, Spain) of different ages, namely mature adult (37±4 weeks), old (69±4 
weeks), very old (92±4 weeks) and long-lived (125±4 weeks). The mice were 
specifically pathogen free as tested by Harlan and according to the Federation of 
European Laboratory Science Associations recommendations. Mice were housed at 6±1 
per cage and maintained at a constant temperature (22±2 °C) in sterile conditions inside 
an aseptic air negative-pressure environmental cabinet (Flufrance, Cachan, France), on a 
12/12 h reversed light/dark cycle (lights on at 20:00 h). Mice had access to tap water 
and standard Sander Mus pellets (A04 diet from Panlab L.S., Barcelona, Spain) ad 
libitum. Diet was in accordance with the recommendations of the American Institute of 
Nutrition for laboratory animals. Mice were treated according to the guidelines of the 
European Community Council Directives (86/6091 EEC). The animals were marked for 
their individual follow-up.
Collection o f peritoneal leucocytes
Peritoneal suspensions were collected between 08.00 and 10.00 h, to minimize circadian 
variations of the parameters studied, without sacrificing the animals. Mice were held by 
the cervical skin, the abdomen was cleansed with 70% ethanol and 3 mL of sterile 
Hank’s solution, previously tempered at 37 °C, was injected intraperitoneally. After 
massaging the abdomen, 80% of the injected volume was recovered. Peritoneal 
leucocytes, mainly lymphocytes, macrophages and NK cells (Puerto et al., 2005) were 
identified by their morphology and quantified in Neubauer chambers using optical 
microscopy (40X). The cellular suspensions were adjusted by dilution with Hank’s 
solution to a final concentration depending on the parameter analyzed (indicated in the 
corresponding method). Cellular viability, routinely checked before and after each 
experiment by the Trypan Blue (Sigma, St Louis, USA) exclusion test, was higher than 
99 ± 1% in all cases. All incubations were performed at 37 °C in a sterile and 
humidified atmosphere of 5% CO2 .
Lymphocyte Proliferation
A previously described method (Alvarado et al., 2006a) was used with minor 
modifications. The peritoneal suspension was adjusted to 5 x 10^  lymphocytes/mL in 
complete medium containing RPMl-1640 (PAA, Pasching, Austria), 10% fetal bovine 
serum (Gibco) and 1% gentamicin (PAA, Pasching, Austria), and 200 pL were cultured 
in 96-well plates with lipopolysaccharide (LPS; Escherichia coli, 055:B5, 1 pg/mL per 
well; Sigma, St. Louis, USA) or concanavalin A (ConA; 1 pg/mL per well; Sigma, St. 
Louis, USA) as stimulated samples or in complete medium alone as non-stimulated 
samples. After 48 h of incubation, 5 pL ^H-thymidine (MP Biomedicals) were added to 
each well (2.5 pCi/well), 100 pL of culture supernatants were collected for cytokine 
measurements and medium was renewed. Cells were harvested 24 h thereafter. The 
results were expressed as counts per minute (cpm).
Lymphocyte Chemotaxis
The chemotactic index (Cl) was evaluated by the capacity of lymphocytes to migrate 
through a filter, with a pore diameter of 3 pm (Millipore, Madrid, Spain), included in a 
Boyden chamber (Boyden, 1962) and towards a chemoattractant agent (f-Met-Leu-Phe: 
fMLP; Escherichia coli; Sigma, St. Louis, USA; 10'  ^ M), following a method 
previously described (Puerto et al., 2002). After a 3 h incubation of aliquots of 300 pL 
of the peritoneal suspension adjusted to 5 x 10^  lymphocytes/mL in Hank’s medium, 
filters were fixed and stained, and the lymphocyte Cl was calculated by counting, in an
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optical microscope (lOOX), the total number of lymphocytes in one-third of the lower 
face of the filters.
Cytotoxicity
Murine lymphoma YAC-1 cells were used as targets in the natural killer (NK) activity 
assay (Alvarado et al., 2006a). An enzymatic colorimetric test was used for cytolysis 
measurements of target cells (Cytotox 96 TM, Promega, Madison, WI, USA) based on 
lactate dehydrogenase determination using tétrazolium salts. Aliquots of 100 pL of 
peritoneal leucocytes, previously adjusted to 10^  leucocytes/mL in RPMl 1640 without 
phenol red (PAA, Pasching, Austria) were cultured at an effector/target rate of 10/1 and 
incubated for 4 h. Thereafter, lactate dehydrogenase enzymatic activity was measured in 
50 pL/well of the supernatants by addition of the enzyme substrate and absorbance 
recording spectrophotometrically at 490 nm. The results were expressed as percentage 
of lysis of target cells.
Macrophage Chemotaxis
The chemotactic capacity of macrophages was evaluated as previously described for 
lymphocytes, with the peritoneal suspension adjusted to 5 x 10^  macrophages/mL in 
Haiüc’s medium.
Macrophage Phagocytosis
Phagocytosis of inert particles (latex beads; Sigma, St. Louis, USA; diluted to 1% in 
phosphate-buffered saline) was carried out following a method previously described 
(Puerto et al., 2002). Aliquots of 200 pL of the peritoneal suspension adjusted to 5 x 10^  
macrophages/mL Hank’s medium were incubated in migratory inhibitory factor (MIF) 
plates (Kartell, Noviglio, Italy) for 30 min. The adhered monolayer was washed and 
resuspended in 200 pL of Hank’s medium plus 20 pL of latex solution. After 30 min of 
incubation, plates were washed, fixed and stained, and the phagocytosis was expressed 
as the number of latex beads ingested per 100 macrophages (Phagocytic Index; PI), 
which was assessed by optical microscopy (lOOX). The number of ingesting 
macrophages per 100 macrophages (Phagocytic Efficiency; PE) was also determined. 
Reactive Oxygen Species (ROS)
ROS levels were measured by fluorescence following a method previously described 
(Puerto et al., 2002) with some modifications, using the probe de-acetylated 2’,7’- 
dichlorodihydrofluorescein (H2DCF-DA; Molecular Probes, Paisley, United Kingdom) 
which is oxidized in the cytoplasm by ROS into 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF), a 
highly fluorescent compound. Aliquots of 200 pL of the peritoneal suspension adjusted 
to 10^  leucocytes/mL in Hank’s medium were incubated for 30 min and 20 pL of 
H2DCF-DA (ImM/well) were added to each well. After 15 min of incubation, 20 pL of 
phorbol-myristate-acetate (PMA; 5 ng/mL in well; Sigma, St. Louis, USA) and 20 pL 
of Hank’s medium were added to stimulated and non-stimulated samples, respectively. 
Samples were incubated during 15 min and fluorescence was recorded with excitation 
and emission wavelengths of 485 nm and 535 nm. The results were expressed as 
percentage of stimulation with respect to the basal value without PMA.
LPS-stimulated TNF- a and Con-A stimulated IL-2
IL-2, IL-10 and TNF-a levels were measured simultaneously by luminometry (Beadlyte 
mouse 21-plex cytokine detection system. Upstate, Millipore) in supernatants of 
peritoneal leucocytes cultured as described above. We also attempted to study the 
cytokines in supernatants of the peritoneal suspensions, but levels were undetectable. 
Aliquots of 50 pL of samples were incubated in 96-well plates with monoclonal 
antibodies conjugated to luminex beads 2 h in the dark at room temperature on a plate 
shaker. Afterwards, 25 pL of biotin solution were added to each well, followed by a 1.5 
h incubation. Finally, 25 pL of streptavidin-phycoerythrin were added and incubated in
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the same conditions for 30 min. After adding stop solution, vacuum manifold was 
applied to bottom of filter plate to remove liquid and samples were resuspended in 125 
pL of sheath fluid. The results were read by luminometer (TNF-a, bead 6; IL-2 bead 21; 
IL-10, bead 36) and expressed as pg/mL. Sensitivity for IL-2, IL-10 and TNF-a was 0.3, 
2.9 and 0.5 pg/mL, respectively. Range of detection was 6.9-5000 pg/mL for all three 
cytokines.
Oxidized Glutathione (GSSG)
Total glutathione (GSH) as well as its oxidized form were assayed by the enzymatic 
recycling method of Tietze (1969), with some modifications (Alvarado et al., 2006b), 
by monitoring the change in absorbance at 412 nm. Briefly, aliquots of 1 mL of the 
peritoneal suspension (10^ cells/mL Hank’s medium) were centrifhged at 1200 g for 10 
min at 4°C. Pelleted cells were resuspended in previously degassed media, containing 
5% of tricloroacetic acid (TCA) in HCl 0.01 N for GSH measurements, and phosphated 
buffer 50mM pH 7.0 plus ethylene-diamine-tetraacetic acid (EDTA, 1 mM) (Sigma, St. 
Louis, USA) and A-ethylmaleimide (NEM, 12.5 mM) (Sigma, St. Louis, USA) to block 
reduced GSH for samples aimed to measure GSSG. Then, samples were sonicated and 
centrigufed at 3200 g for 5 min at 4°C. Aliquots of supernatants of immune cells were 
measured using in the reaction mixture: 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB, 6 
mM) (Sigma, St. Louis, USA), P-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced 
form (p-NADPH, 0.3 mM) (Sigma, St. Louis, USA) and glutathione reductase (GR, 10 
U/ml) (Sigma, St. Louis, USA). The reaction was monitored during 240 s or 140 s for 
GSH or GSSG determinations, respectively, and the results were expressed as nmol/10^  
cells.
Xanthine Oxidase (XO)
Xanthine oxidase activity was determined by fluorescence (Amplex Red 
Xanthine/Xanthine Oxidase Assay Kit, Molecular Probes, Paisley, United Kingdom) in 
50 pL of the peritoneal suspension adjusted to 10^  leucocytes/mL Hank’s medium. In 
the assay, XO catalyzes the oxidation of purine bases (xanthine) to uric acid and 
superoxide. This superoxide spontaneously degrades in the reaction mixture to H2O2 , 
which in the presence of horseradish peroxidase (HRP), reacts stoichiometrically with 
Amplex Red reagent to generate the red-fluorescent oxidation product, resorufin. 
Resorufin has fluorescence emission maxima of 585 nm and a high extinction 
coefficient (54000 cm'*M'*). After 30 min of incubation, measurement of fluorescence 
was performed in a microplate reader using excitation at 530 nm and emission detection 
at 595 nm. Levels as low as 0.1 mU/mL of XO can be detected. Protein content of the 
same samples was evaluated following Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit 
protocol (Sigma, St. Louis, USA), which is similar to the Lowry procedure in that both 
rely on the formation of a Cu^^'protein complex under alkaline conditions, followed by 
the reduction of the Cu^  ^to Cu* .^ The amount of reduction is proportional to the protein 
present. BCA forms a purple-blue complex with Cu*  ^ in alkaline environments, thus 
providing a basis to monitor the reduction of alkaline Cu^  ^ by proteins, measuring 
absorbance in the 560 nm region after a 30 min incubation. The results were expressed 
as international miliunits (mU) of enzymatic activity per mg of protein.
Nuclear Factor k  B (NFkB) activation
Nuclear and cytoplasmic extracts were isolated as previously described (Lembecher et 
al., 1993) and frozen at -80°C until used in electrophoretic mobility shift assays 
(EMSAs). The EMSAs were performed as previously described by Tato et al. (2006). 
Briefly, double-stranded oligodeoxynucleotides corresponding to the palindromic kB 
site (5 ’-GGGAATTCCC-3 ’ ; MWG-Biotech AG) were labelled by filling the 
overlapping ends with the Klenow fragment of DNA polymerase I (Invitrogen, Paisley,
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United Kingdom) and [^^P]dCTP (Amersham Biosciences). Unincorporated nucleotides 
were removed and labelled oligonucleotide (100 000 counts per minute) was incubated 
with 15 pg nuclear protein extract (measured by BCA Protein Assay Kit, Sigma, St. 
Louis, USA) and 2 pg poly(dl-dC) (Amersham Biosciences) in buffer containing 20 
mM HEPES (pH 7.9), 100 mM KCl, 5 mM MgCl], 17% glycerol and, just before use, 1 
mM dithiothreitol (Sigma, St. Louis, USA) and 0.7 mM phenyhnethylsulphonylfluoride 
(Sigma, St. Louis, USA) added, in a final volume of 23 pL for 15 min at 20 °C. 
Complexes were separated on 5.5% polyacrylamide gels run on 0.25% Tris-borate- 
EDTA. Gels were dried and exposed to Photoimager. Bands were analyzed by 
ImageQuant Program. The results were expressed as Densitometry Arbitrary Units 
(AU).
Antioxidant enzymes
The peritoneal suspension was adjusted to 10^  leucocytes/mL in Hank’s medium and 
aliquots of 1 mL were used to perform the enzymatic assays. The cells were centrifuged 
at 1200 g for 10 min at 4 °C, and the pellets were resuspended in 50 mM phospate 
buffer pH 7.0 previously degassed. Thereafter, the samples were sonicated and 
centrifuged at 3200 g for 20 min at 4 °C. Glutathione Peroxidase (GPx) enzyme activity 
was measured using the original technique described by Lawrence and Burk (1976) 
with some modifications (Alvarado et al., 2006b). This method is based on the 
oxidation of glutathione in the presence of cumene hydroperoxide (0.71 mM in 
phospate buffer) (Sigma, St. Louis, USA) by GPx. A reaction solution was used, 
containing GSH (4 mM) (Sigma, St. Louis, USA), GR (1 U/mL) (Sigma, St. Louis, 
USA), p-NADPH (0.2 mM) (Sigma, St. Louis, USA), EDTA (1 mM) (Sigma, St. Louis, 
USA) and sodium azide (4 mM) (Sigma, St. Louis, USA). The reaction was followed 
spectrophotometrically during 300 s by the decrease of the absorbance at 340 nm due to 
NADPH oxidation. The results were expressed as mU of enzymatic activity per 10^  cells. 
Catalase (CAT) activity was determined following the method described by Beers and 
Sizer (1952) with slight modifications previously introduced by us (Alvarado et al., 
2006b). The enzymatic assay was followed spectrophotometrically for 80 s at 240 nm 
trough the decomposition of H2O2 (14 mM in phospate buffer) into H2O + O2 . The 
results were expressed as International Units (U) of enzymatic activity per 10^  cells. 
Statistical Analysis
The data are expressed as mean ± standard error (SE). The normality of the samples and 
the homogeneity of variances were checked by the Kolmogorov-Smimov and Levene 
analyses, respectively. Differences due to age were studied through the one-way 
analysis of variance (ANOVA). The Tukey test with a level of significance set at 
P<0.05 was used for post hoc comparisons when variances were homogeneous, whereas 
its counterpart analysis Games-Howell set at the same significance level was used with 
unequal variances.
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Figure legends
Figure 1. (A) Proliferation in 48 h cultures in basal, and LPS and concanavalin A 
stimulated conditions (cpm), (B) chemotaxis index (number of lymphocytes), and (C) 
NK activity (percentage of lysis of tumour cells), of peritoneal leucocytes from mature 
adult, old, very old and extreme long-lived female mice. Each column represents the 
mean ± standard error of 7-14 values corresponding to that number of subjects and each 
value being the mean of duplicate or triplicate assays. ***P<.001, **P<.01, *P<.05 
with respect to the value in mature adult animals.
Figure 2. (A) Chemotaxis index (number of macrophages), (B) macrophage phagocytic 
index (number of latex beads per 100 macrophages), (C) macrophage phagocytic 
efficiency (number of phagocytic macrophages per 100 macrophages), and (D) ROS 
levels (percentage of stimulation in response to phorbol-myristate-acetate), of peritoneal 
leucocytes from mature adult, old, very old and extreme long-lived female mice. Each 
column represents the mean ± standard error of 7-14 values corresponding to that 
number of subjects and each value being the mean of duplicate or triplicate assays. 
***P<.001, *P<.05 with respect to the value in mature adult animals.
Figure 3. (A) LPS-stimulated TNF-a (pg/mL), and (B) Con A-stimulated IL-2 (pg/mL) 
levels, in 48 h cultures of peritoneal leucocytes from mature adult, old, very old and 
extreme long-lived female mice. Each column represents the mean ± standard error of 
7-14 values corresponding to that number of subjects and each value being the mean of 
duplicate assays. ***P<.001, *P<.05 with respect to the value in mature adult animals.
Figure 4. (A) Oxidized glutathione (nmol/10  ^ leucocytes xlO'^), and (B) xanthine 
oxidase activity (mU/mg protein) of peritoneal leucocytes from mature adult, old, very 
old and extreme long-lived female mice. Each column represents the mean ± standard 
error of 7-14 values corresponding to that number of subjects and each value being the 
mean of duplicate or triplicate assays. **f<.01, *P<.05 with respect to the value in 
mature adult animals.
Figure 5. (A) Total glutathione (nmol/10^  leucocytes), (B) glutathione peroxidase 
activity (mU/10^ leucocytes), and (C) catalase activity (U/10^ leucocytes) of peritoneal 
leucocytes from mature adult, old, very old and extreme long-lived female mice. Each 
column represents the mean ± standard error of 7-14 values corresponding to that 
number of subjects and each value being the mean of duplicate or triplicate assays. 
***P<.001, **f<.01, *P<.05 with respect to the value in mature adult animals.
Figure 6. (A) Upper panel - NFkB activation in nuclear extracts of peritoneal leucocytes 
(Densitometry Arbitrary Units); and lower panel - representative EMSAs showing 
NFkB-DNA complexes; the old and very old subjects corresponding to the bands 
marked with arrows were the only subjects from their age groups achieving extreme 
longevity. (B) basal TNF-a levels (pg/mL) in 48 h cultures of peritoneal leucocytes 
from mature adult (MA), old (O), very old (VO) and extreme long-lived (L) female 
mice. Each column represents the mean ± standard error of 7-14 values corresponding 
to that number of subjects and each value being the mean of duplicate assays. 
***P<.001, *P<.05 with respect to the value in mature adult animals.
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Figure 7. Basal IL-10 levels (pg/mL) in 48 h cultures of peritoneal leucocytes from 
mature adult, old, very old and long-lived female mice. Each column represents the 
mean ± standard error of 7-14 values corresponding to that number of subjects and each 
value being the mean of duplicate assays. ***P<.001, *P<.05 with respect to the value 
in mature adult animals.
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Cytokines in aging and longevity
Abstract
Alterations in immunity along with the aging process whereas preservation of immune 
function in subjects that have achieved longevity have been well established. Given that 
cytokines are major modulators of immune responses, it is of great interest to study the 
cytokine network both in aging and longevity. In the present work, we used ICR (CDl) 
female mice of different ages, namely mature adult (44±4 weeks), old (69±4), late old 
(92±4) and very long-lived (125±4). Peritoneal leucocytes were collected and cultured 
under basal, and Con A- and LPS- stimulated conditions. In each supernatant, levels of 
21 different cytokines were measured by luminometry. These included regulatory 
cytokines and growth factors (IL-2, IL-5, IL-9, IL-I7, GM-CSF, VEGF), 
proinflammatory (ILl-a / IL-16, IL-3, IL-6, IL-12 (p40) / IL-12 (p70), IFN-y, TNF-a) 
and antiinflammatory cytokines (IL-4, IL-10, IL-13), and chemokines (KC, MCP-1, 
MIP-lp, RANTES). Chronic low grade inflammation in old age is shown by increased 
basal levels of cytokines such as IL-lp, IL-6, IL-12 (p70) and TNF-a, and decreased IL- 
10. Under LPS- and Con A- stimulated conditions, the results show profound cytokine 
alterations in the old and late old subjects as compared to the mature adults. Conversely, 
long-lived individuals preserve in general the adult-like cytokine profile, with some 
exceptions, such as increased basal IL-10 levels. These stand out as early longevity 
markers, leading to controlled basal inflammation. Furthermore, maintenance of 
Thl/Th2 cytokine profile under stimulated conditions seems to be a key mechanism for 
the preserved immune response reported in very long-lived individuals, and thus for 
achieving longevity.
Introduction
The disruption and overall impairment in host immunity that occur along with the aging 
process are evidenced by the higher risk and severity of infections and the increased 
susceptibility to cancer among aged subjects (Miller, 1996; Castle, 2000), which exert a 
great influence on age-related morbidity and mortality (Wayne et al., 1990). Indeed, 
several age-related changes in immune functions have been shown to correlate with 
increased mortality, such as low lymphoproliferative response to mitogens and NK 
cytotoxicity, defining the immune risk phenotype in man (Wikby et al., 2005; De la 
Rosa et al., 2006). However, centenarians and exceptionally long-lived mice seem to 
exhibit a high degree of preservation of those immune functions, which may be 
essential to reach very advanced age in healthy condition (Franceschi et al., 1995; 
Alonso-Femândez et al., 2008) and suggests maintenance of adequate immune function 
with aging as a positive health and longevity marker (Wayne et al., 1990; De la Fuente 
and Miquel, 2009).
Among studies on the immune system in aging and longevity, of especial interest are 
those using non-invasive sample obtaining, which allows subsequent follow up of 
individuals under study, as well as those using whole sample assays, which better 
approach ex vivo to the real physiological response in vivo. Peritoneal leucocyte 
suspension represents an easy access to this kind of sample in mice. Moreover, 
peritoneal leucocytes of aged mice have been shown to be impaired in several of their 
functions, which has been related to increased morbidity and mortality of the subjects 
(Guayerbas and De la Fuente, 2003), whereas preserved responses have been found in 
long-living mice (Puerto et al., 2005; Arranz et al., 2009a).
Cytokines in aging and longevity
Cytokines are major mediators of the complex interactions among immune cells, being 
responsible for development of proper immune responses. However, aging is 
characterized by chronic low-grade inflammatory status, so-called ‘inflammaging’ 
(Franceschi and Bonafe, 2003; De Martinis et al., 2006). Indeed, increased production 
of inflammatory cytokines in resting cells leading to elevations of circulating 
proinflammatory markers, such as TNF-a, results in frailty and disability in the elderly 
and is associated with dementia, functional disability and high mortality risk 
(Mooradian et al. 1991; De Martinis et al., 2006). In contrast, skewing of CD4 T cell 
responses during infection towards the Th2 profile has been well established in the 
elderly (Lord et al., 2001). In this regard, it has been shown that human subjects who at 
age 85 years produce low LPS-induced TNF-a levels have a more than 2-fold increased 
overall mortality risk compared to peers with a higher production (van den Biggelaard 
et al., 2004). Furthermore, coincident with the decreased age-related 
lymphoproliferative responsiveness to antigens or mitogens, decline of the T cell 
growth factor IL-2 has been described (Guayerbas et al., 2002a; Pawellec et al., 2002; 
De la Fuente et al., 2008). Crucially, studies on human centenarians have focussed on 
one or few parameters, losing the overall picture. In spite that this limitation can be 
avoided by use of long-living rodents, research on these animals has been very scarce so 
far. In this context, it is of great interest to study the cytokine network in mice that have 
achieved exceptional longevity, which might help understand healthy aging of the 
immune system.
In view of the above, the aim of the present work was to study the levels of a whole 
panel of Thl/Th2 cytokines, regulatory cytokines and growth factors as well as 
chemokines in both resting and stimulated peritoneal leucocytes, throughout the aging 
process, including long-lived subjects. With that purpose, we used ICR/CD 1 female 
mice of different ages, i.e. mature adult (44±4 weeks), old (69±4 weeks), very old (92±4 
weeks) and long-lived (125±4 weeks). The latter had achieved healthy and successful 
aging since the average lifespan for females of ICR/CD 1 mice strain in our animal 
house is 91.9±5.6 weeks (Guayerbas et al., 2002b).
Materials and Methods 
Animals
We used 38 female ICR/CD-1 mice {Mus musculus) purchased from Harlan Ibérica 
(Barcelona, Spain) of different ages, namely mature adult (44±4 weeks, n=14), old 
(69±4 weeks, n=7), late old (92±4 weeks, n=7) and long-lived (125±4 weeks, n=10). 
The mice were specifically pathogen free as tested by Harlan and according to the 
Federation of European Laboratory Science Associations recommendations. They were 
housed 6±1 per cage (polyurethane boxes) and maintained at a constant temperature 
(22±2 °C) in sterile conditions inside an aseptic air negative-pressure environmental 
cabinet (Flufrance, Cachan, France), on a 12/12 h reversed light/dark cycle (lights on at 
20:00 h). Mice were fed tap water and standard Sander Mus (A04 diet from Panlab L.S., 
Barcelona, Spain) pellet ad libitum. Diet was in accordance with the recommendations 
of the American Institute of Nutrition for laboratory animals. Mice were treated 
according to the guidelines of the European Community Council Directives (86/6091 
EEC). The animals were marked for their individual follow-up.
Collection of peritoneal leucocytes
Peritoneal suspensions were collected between 08.00 and 10.00 h, to minimize circadian 
variations on immune system, without sacrificing the animals. Mice were held by the
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cervical skin, the abdomen was cleansed with 70% ethanol and 3 mL of sterile Hank’s 
solution, previously tempered at 37 °C, was injected intraperitoneally. After massaging 
the abdomen, 80% of the injected volume was recovered. Lymphocytes from peritoneal 
suspensions (mainly formed by lymphocytes, macrophages, NK and dendritic cells; 
Puerto et al., 2005; Arranz et al., 2009b) were identified by their morphology and 
quantified in Neubauer chambers using optical microscopy (40X). The cellular 
suspensions were adjusted to 5 x 10^  lymphocytes/mL in complete medium containing 
RPMI-1640 (PAA, Pasching, Austria), 10% fetal bovine serum (Gibco) and 1% 
gentamicin (PAA, Pasching, Austria). Cellular viability was checked by the Trypan 
Blue (Sigma, St Louis, USA) exclusion test, and only suspensions with cell viability 
higher than 99 ± 1% were use for experiments.
Cytokine measurement
A previously described method (Alvarado et al., 2006a) was used with minor 
modifications. Immediately after adjustment of peritoneal suspensions to 5 x 10^  
lymphocytes/mL in complete medium, 200 pL were cultured in 96-well plates with LPS 
{Escherichia coli, 055:B5, 1 pg/mL per well; Sigma, St. Louis, USA) or Con A (1 
pg/mL per well; Sigma, St. Louis, USA) as stimulated samples or in complete medium 
alone as non-stimulated samples. After 48 h of incubation at 37 °C in a sterile and 
humidified atmosphere of 5% CO2 , 100 pL of culture supernatants were collected for 
cytokine measurements.
Cytokine levels, including regulatory cytokines and growth factors (IL-2, IL-5, IL-9, IL- 
17, GM-CSF, VEGF), proinflammatory (ILl-a / IL-I6, IL-3, IL-6, IL-12 (p40) / IL-12 
(p70), IFN-y, TNF-a) and antiinflammatory cytokines (IL-4, IL-10, IL-13), and 
chemokines (KC, MCP-1, MIP-lp, RANTES), were measured simultaneously by 
luminometry (Beadlyte mouse 21-plex cytokine detection system. Upstate, Millipore). 
Briefly, aliquots of 50 pL of samples were incubated in 96-well plates with monoclonal 
antibodies conjugated with luminex beads 2 h in the dark at room temperature on a plate 
shaker. Afterwards, 25 pL of biotin solution were added to each well, followed by a 1.5 
h incubation. Finally, 25 pL of streptavidin-phycoerythrin were added and incubated in 
the same conditions for 30 min. After adding stop solution, vacuum manifold was 
applied to bottom of filter plate to remove liquid and samples were resuspended in 125 
pL of sheath fluid. The results were read by luminometer and expressed as pg/mL. 
Statistical Analysis
The results were expressed as mean ± standard error (SE). The normality of the samples 
and the homogeneity of variances were checked by the Kolmogorov-Smimov and 
Levene analyses, respectively. Age-related differences were studied through ANOVA. 
The Tukey test with a level of significance set at P<0.05 was used for post hoc 
comparisons when variances were homogeneous, whereas its counterpart analysis 
Games-Howell set at the same significance level was used in case of unequal variances.
Results
Pro-inflammatory Cytokines
Levels of pro-inflammatory cytokines in basal, LPS- and Con A-stimulated peritoneal 
leucocyte culture supernatants from mature adult, old, late old and long-lived animals 
are shown in figure 1 (IL-1 a / p, IL-3, IL-6, IL-12 p40 / p70, IFN-y, TNF-a). In general, 
values of pro-inflammatory cytokines found in the long-lived were close to the levels
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observed in adults, whilst remarkable alterations were exhibited by old and late old 
animals.
In resting conditions, no significant differences were found on IL-1 a levels (Fig. lA) 
between any older group and the adults. However, old animals showed increased levels 
of IL-lp (Fig. IB) and IL-6 (Fig. ID) (P<0,001) with respect to the adults. As regards 
late old animals, IL-ip (Fig. IB) also appeared to be increased when compared to the 
adult group (P<0,001). Additionally, these animals showed higher basal IL-3 levels (Fig. 
1C; P<0,01). Similar values of IL-lp, IL-3 and IL-6 (Fig. IB-D) were observed in adult 
and long-lived subjects. Moreover, though resting IL-12 p40 subunit concentration (Fig. 
IE) was found to be increased in long-living mice as compared to the adults (P<0,05), 
active IL-12 p70 heterodimer levels (Fig. IF) were similar for both age groups. 
However, basal IL-12 p70 was higher in old than in adult animals (Fig. IF; P<0,05). 
Late old individuals showed increased basal IFN-y (Fig. IG; P<0,05), whereas resting 
TNF-a levels (Fig. IH) were found to be higher both in old (P<0,05) and especially in 
late old animals (P<0,001) as compared to the adults. Nevertheless, long-living and 
adult subjects showed similar basal values of IFN-y and TNF-a (Fig. IG, H).
In LPS-stimulated samples, old subjects showed increased values of IL-lp (Fig. IB) 
with respect to the adults (P<0,05), and late old animals exhibited higher IL-ip and also 
IL-a (Fig. IB, A) (P<0,05 and P<0,01, respectively). No differences were observed as 
regard LPS-stimulated concentration of IL-3 and IL-12 p70 between any age group 
studied and the adult group (Fig. 1C, F). Again, long-lived subjects showed higher IL- 
12 p40 than the adults (P<0,05; Fig. IE). Interestingly, both old and late old subjects 
showed decreased values for IL-6 (Fig. ID; P<0,01). Moreover, LPS-stimulated IFN-y 
(Fig. IG) and TNF-a (Fig. IH) levels appeared to be lower in old than in adult animals 
(P<0,01 and P<0,001, respectively). Long-lived individuals showed adult-like LPS- 
stimulated levels of all proinflammatory cytokines (IL-a, IL-lp, IL-3, IL-6, IL-12 p70, 
IFN-y, TNF-a) measured (Fig. lA-D, F-H).
In regard to Con A-stimulated pro-inflammatory cytokine levels, IL-1 a (Fig. lA) was 
found to be lower in old animals when compared to the adult group (P<0,05), whereas 
the levels of this cytokine were increased in the late old group (P<0,05). IL-lp levels 
(Fig. IB) were also higher in this age group (P<0,05). IL-3 (P<0,01), IL-6, IL-12 p70 
(P<0,05), IFN-y and TNF-a (P<0,01) levels were lower in old animals when compared 
to the adults (Fig. 1C, D, F-H). Additionally, Con A-simulated IL-3 values were found 
to be decreased in late old than in adult subjects (Fig. 1C; P<0,05). Long-living subjects 
showed similar levels to the adults of all pro-inflammatory cytokines measured under 
Con A-stimulated conditions, with the exception of IL-12 p40 ^<0,01) (Fig. 1). 
Anti-inflammatory Cytokines
IL-4, IL-10 and IL-13 levels in resting and stimulated leucocyte culture supernatants 
throughout aging in mice are shown in figure 2. In general, long-lived animals showed 
levels of anti-inflammatory cytokines more similar to the adults than old and late old 
subjects, which exhibited lower values.
In basal conditions, no differences were found for IL-4 (Fig. 2A), whereas IL-10 (Fig. 
2B) apperared to be remarkable decreased in old subjects as compared to the adults 
(P<0,001). Conversely, long-living animals showed increased levels of this anti­
inflammatory cytokine than the adult-mature group (P<0,05). Finally, resting levels of 
IL-13 (Fig. 2C) were higher both in old (P<0,01) and especially in long-living subjects 
(P<0,001) with respect to mature adults.
IL-4 and EL-10 response to LPS (Fig. 2A, B) was lower in old animals as compared to 
the adults (P<0,001 and P<0,05, respectively). Con A-induced levels of IL-10 (Fig. 2B) 
were also diminished in the old (P<0,001). However, IL-4 and IL-10 response to both
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stimuli was preserved in the long-lived in comparison to the adults, whereas IL-13 
induced levels were higher in long-living subjects (P<0,001 in response to LPS; P<0,05 
to Con A) (Fig. 2C). In contrast, Con A-stimulated levels of IL-13 were lower in old 
(P<0,01) and late old (P<0,05) subjects with respect to the adults.
Regulatory Cytokines and Growth Factors
Levels of regulatory cytokines and growth factors in basal, LPS- and Con A-stimulated 
peritoneal leucocyte culture supernatants from mature adult, old, late old and long-lived 
animals are shown in figure 3 (IL-2, IL-5, IL-9, IL-17, GM-CSF, VEGF). The 
remarkable impairment of Con A-stimulated IL-2 levels shown by old and late old 
subjects (P<0,001) as compared to the adults, is not found in long-living subjects, which 
in contrast show increased values of this T cell growth factor both in Con A-stimulated 
(P<0,05) and under resting conditions (P<0,01) (Fig. 3A). Late old animals also show 
decreased levels of IL-5 in basal (P<0,001) and Con A-stimulated conditions (P<0,05), 
whereas these levels seem to be preserved in the long-lived (Fig. 3B). Conversely, long- 
living rodents show increased levels of IL-9 (P<0,01) in resting cultures (Fig. 3C). 
Basal IL-17 appeared to be decreased in all the older groups (P<0,001 for late old; 
P<0,01 for old and long-living subjects), whereas IL-17 levels in response to LPS were 
impaired only in the old group (P<0,05) (Fig. 3D). Con A-induced GM-CSF response 
was higher in the long-lived (P<0,05) (Fig. 3E), whereas LPS-stimulated VEGF 
response was increased in late old animals (P<0,001) (Fig. 3F).
Chemokines
Levels of chemokines in basal, LPS- and Con A-stimulated peritoneal leucocyte culture 
supernatants from mature adult, old, late old and long-lived animals are shown in figure 
4 (KC, MCP-1, MIP-lp, RANTES). In general, chemokines values decreased in the old 
age, also in the long-lived.
Most remarkable chemokine-related changes along with the aging process in resting 
cultures included diminished levels of KC and MIP-ip for both late old (P<0,001 and 
P<0,05, respectively) and long-living rodents (P<0,001 and P<0,05, respectively) as 
compared to mature adults (Fig. 4A, C).
In response to LPS, all the older groups showed impaired levels of MEP-ip (P<0,001) 
and RANTES (P<0,001 for old and late old; P<0,01 for long-living subjects) as 
compared to the adults (Fig. 4C, D). LPS-induced levels of KC were decreased in late 
old individuals (P<0,001), whereas old animals showed declined levels of MCP-1 
(P<0,05) (Fig. 4A, B). In contrast, LPS-stimulated levels of these chemokines were 
found to be preserved in long-lived specimens.
As regards Con A-induced chemokine response, all the older groups showed impaired 
levels of KC (P<0,05) as compared to the adults (Fig. 4A). Con A-induced levels of 
MCP-1 were lower in old individuals (P<0,05), whereas both old (P<0,01) and late old 
(P<0,05) animals showed declined levels of MIP-ip (Fig. 4B, C). In contrast. Con A- 
stimulated levels of these chemokines were found to be preserved in long-lived 
specimens.
Discussion
This is the first study which analyses the changes in the levels of a whole panel of 
immune mediators both in aging and longevity as well as under resting and stimulated 
conditions. The results described here show chronic low grade inflammation in old age 
by means of increased basal levels of cytokines such as IL-ip, IL-6, IL-12 (p70), IFN-y 
and TNF-a, and decreased IL-10. This could be related to the profound cytokine
Cytokines in aging and longevity
alterations under stimulated conditions shown by the old and late old subjects studied in 
the present work as compared to the mature adults, which could contribute importantly 
to Âe impaired immune responses described in aged subjects (Miller, 1996; Castle, 
2000). Conversely, long-lived individuals preserve in general the adult-like cytokine 
profile, with few exceptions, such as increased basal EL-10 levels, which stand out as 
early longevity markers, leading to controlled basal inflammation. Interestingly, low 
resting inflammation seems to correlate with adequate inflammatory responses towards 
immune stimuli, which mimic infection ex vivo. This maintenance of the Thl/Th2 
cytokine profile under stimulated conditions stands out a key mechanism for the 
preserved immune response reported in very long-lived individuals (Franceschi et al., 
1995; Puerto et al., 2005; Alonso-Femândez et al., 2008; Arranz et al., 2009a), and thus 
for attaining longevity.
Based on the continuous exposure of immune cells to sublethal doses of a wide range of 
aggressors throughout life, several authors have suggested a chronic low grade 
inflammation status influencing the aging rate of these cells and neighbouring cells and 
tissues (Toussaint and Remade, 1996; Franceschi and Bonafe, 2003; De Martinis et al., 
2006). However, up to date, studies had focussed on age-related changes in just one 
inflammatory mediator such as IL-lp, IL-6 or TNF-a (De Martinis et al., 2006; 
Cederholm et al., 2007; Di Bona et al., 2009) The present work shows elevated basal 
load of the great majority of proinflammatory cytokines measured, i.e. IL-lp, IL-3, IL-6, 
IL-12 p70, IFN-y and TNF-a, in non-stimulated cultures of peritoneal leucocytes fi-om 
old and late old animals when compared to the adults. We also show that long-lived 
animals preserve intact adult-like proinflammatory cytokine profile. IL-12 p40 
represents the exception, since it is increased in the long-lived as compared to mature 
adults, the latter showing similar values to old subjects. However, the biological 
relevance of this feature might be quite limited since IL-12 p40 is the soluble receptor 
and the active heterodimer IL-12 p70 is actually preserved in the long-lived whilst 
increased in the elderly when compared to the adults.
Human studies have previously evidenced that high production of TNF-a leading to 
increased basal circulating levels results in fi*ailty and disability in the elderly and 
correlates with dementia, functional disability and elevated mortality risk (De Martinis 
et al., 2006). In a study performed on 129 patients of an old people’s home, detectable 
serum levels of TNF-a associated with death in less than 13 months (Mooradian et al., 
1991). Moreover, TNF-a has been related to age-related diseases, such as Alzheimer’s 
disease and stroke (Franceschi et al., 2001; De Martinis et al., 2006). TNF-a and related 
cytokines determine strength, effectiveness and duration of inflammatory responses, 
whereas IL-10 and other anti-inflammatory cytokines have the opposing role, limiting 
and terminating inflammation (Lio et al., 2003). Thus, the basal high levels of pro- 
inflammatory cytokines shown by aged subjects in the present work could be noxious, 
whereas basal high concentrations of anti-inflammatory mediators could have beneficial 
effects.
In this context, it has been described that gene polymorphisms located within the 
promoter regions of proinflammatory cytokines influence vulnerability to age-related 
diseases, by increasing gene transcription and thus cytokine production, whereas genetic 
variations determining production of anti-inflammatory cytokines or decreased 
production of proinflammatory cytokines have been found to be associated with 
successful aging and longevity (Lio et al., 2002; 2003; De Martinis et al., 2006). More 
concretely, genotypes associated to elevated production of IL-lp have been related to 
decreased survival in men (Cederholm et al., 2007). Conversely, studies on Italian 
centenarians have shown a negative relation between genotypes leading to increased
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levels of IL-6 and longevity, and thus homozygots with high IL-6 production have 2- 
fold decreased probability of achieving longevity than heterozygots or homozygots with 
low production of this cytokine (Di Bona et al., 2009). Moreover, a study performed on 
190 Italian centenarians evidenced that IL-10 -  1082/G polymorphism, associated with 
high levels of IL-10, which confer an anti-inflammatory status, is a specific marker of 
longevity (Lio et al., 2002). Furthermore, IL-10 -  1082/G genotype is much less 
firequent in patients of Alzheimer (De Martinis et al., 2006). Indeed, the present work 
shows decreased levels of basal IL-10 in resting leucocyte cultures fi'om old animals 
with respect to mature adults, whereas these levels are higher in long-lived subjects. In 
the overall picture shown by the present work, this feature suggests die key role played 
by IL-10, above all the other anti- and pro-inflammatory mediators measured, in 
longevity achievement.
Interestingly, the present work shows that the levels of LPS-induced proinflammatory 
cytokines, such as TNF-a and IL-6, throughout aging have an opposite profile to the 
non-stimulated condition, being lower in old animals with respect to mature adults. 
Indeed, as mentioned above, the age-related shift of CD4 T cell responses during 
infection towards the Th2 profile have been well established (Lord et al., 2001). 
According to our results, this decrease in TNF-a and IL-6 levels under LPS-stimulating 
conditions shown by old subjects could be related to the lower levels of IL-17 Treg- 
related, which mediates inflammatory responses through induction of those cytokines 
(Aggarwal y Gurney, 2002). Moreover, IL-6 can convert natural Treg to pro- 
inflammatory IL-17-producing cells (Horwitz et al., 2008). Some authors have 
previously described that 85-year old human subjects who produce low levels of LPS- 
induced TNF-a have a more than 2-fold elevated overall mortality risk compared to 
peers with a higher production (van den Biggelaard et al., 2004). Furthermore, the 
present work shows that the LPS-stimulated levels of these proinflammatory cytokines 
in long-lived subjects are similar to those of adult animals. Thus, it seems that the 
chronic low grade inflammatory state shown by old subjects in the present work is 
associated to a defective inflammatory response when this process is really needed to 
deal with the infection. In this regard, it has been reported that TNF-a at low but 
adequate concentration prime phagocyte responses to bacteria and delay their apoptosis 
to allow development of their fimction, whereas TNF-a at high concentrations increases 
the apoptosis of these cells (Lord et al., 2001). Thus, chronic low grade exposure to 
proinflammatory cytokines could have deleterious effects in the long term on immune 
cells. Other authors have recently reported that macrophages fi'om old rodents produce 
less TNF-a and IL-6 following LPS stimulation than macrophages from young mice 
(Reiisaw et al., 2002; Boehmer et al., 2005). However, in a study performed on BALB/c 
mice strain, Puerto et al. (2005) found, in supernatants of peritoneal leucocytes cultured 
under similar conditions to those used in the present work, increased LPS-stimulated 
levels of TNF-a in 72 week old animals than in 24 and 128 week old subjects, the latter 
showing similar values. This suggests a complex remodelling of the immune system 
throughout aging, which could lead to multiphasic processes in an attempt of the 
organism to achieve homeostasis, and stresses the importance of considering the precise 
age of the subjects in studies of the immune system.
Levels of IFN-y, another ThI cytokine that is also produced by NK cells (Boehm et al., 
1997), are diminished in response to LPS in old subjects when compared to the adults 
too. This result has been described in several scientific reports under a wide range of 
stimuli, although it has not been completely reached a consensus yet (Gardner and 
Murasko, 2002). Nevertheless, it is interesting to note, in the present results, that the 
LPS-induced levels of other proinflammatory cytokines, such as membrane IL-1 a and
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soluble IL-lp, produced almost exclusively by monocyte-macrophages in response to 
the infection (Dinarello, 1997), appear to be increased in old or late old subjects with 
respect to the adults. Thus, the elevated levels of IL-1 a  and IL-ip could be interpreted 
as an unsuccessful mechanism by which monocyte-macrophages attempt to activate the 
Thl response against the infection, but far from achieving that goal, could contribute to 
worsen the circumstances. Moreover, in late old animals, the increase in membrane IL- 
la  levels is coincident with elevated levels of VEGF, which is an autocrine activator for 
monocyte-macrophages (Ramos et al., 1998). Thus, these cells could enter into a 
vicious cycle difficult to intercept, in addition to damaging neighbouring cells by direct 
cell-to-cell contacts, including T cells. Interestingly, these results are congruent with the 
recently suggested oxidation-inflammation theory of aging, which proposes macrophage 
over-activation in the culprit of oxi-inflamm-aging, by accelerating aging of the immune 
system and thus of the organism (De la Fuente and Miquel, 2009). However, long-lived 
animals show well-conserved levels of LPS-induced proinflammatory cytokines, similar 
to the adult profile, suggesting well-conserved interactions between macrophages and T 
cells. Again, IL-12 p40 represents the exception, but levels of this cytokine did not 
change in the presence or absence of stimulus, and as above mentioned, its 
physiological significance is of relative importance.
When the proinflammatory cytokine response is initiated by T cells through Con A 
stimulation, a similar pattern to the LPS incubating condition is observed, with certain 
peculiarities. Diminished levels of Thl cytokines, such as TNF-a, IL-6 and IFN-y, and 
others, such as IL-3, are shown by old subjects as compared to the adults, whereas 
similar levels are found on these and the long-lived. Low Con A-induced IL-3 levels 
with aging have previously been described on lymphocytes isolated from spleen (Cai et 
al., 1990). Thus, according to our results, lymphocytes from old subjects would be 
impaired in their capacity to stimulate IL-12 p70 production by antigen presenting cells, 
which could result in low IL-1 release by monocyte-macrophages. Other authors have 
found decreased Con A-stimulated levels of IL-12 p70 in splenocytes from old mice 
(Park et al., 2008). Nevertheless, it is interesting to note in the present results that late 
old mice show increased E L -1 a and IL-ip in response to this mitogen, similarly to the 
LPS condition. This result demonstrate the complex remodelling of the immune system 
along with the aging process, resulting in multiphasic processes attempting to adapt to 
changes and recover homeostasis. Of especial relevance is the fact that long-living 
rodents show well-preserved Con A-induced levels of the whole panel of 
proinflammatory cytokines studied, demonstrating the preserved capacity of T cells to 
induce adequate immune responses.
Another sign of the high T cell competence in long-living subjects is observed in the 
elevated Con A-induced levels of GM-CSF. This growth factor is produced by a variety 
of cell types, including macrophages but also T cells (Lee et al., 1985). In this context, 
Con A-stimulated GM-CSF would be part of the inflammatory response against 
aggressors. Activation of macrophages by this mediator could lead to a rapid increase in 
their number, which could be crucial to deal with the infection through pathogen 
microorganism destruction by these cells.
As regards age-related changes in stimulated anti-inflammatory cytokines, IL-4 and IL- 
10 LPS-stimulated levels as well as IL-10 and IL-13 Con A-induced levels appear to be 
decreased in old subjects with respect to the adults. These results demonstrate that the 
age-associated shift of CD4 T cell responses during infection towards the Th2 profile is 
not consequence of an absolute decrease and increase in the Thl and Th2 profile, 
respectively, but it is rather related with impairment of both, eventually resulting in 
relative elevation of Th2 response. This idea is also evidenced by decrease in the old
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age of Con A-stimulated growth factors, such as Thl-related IL-2 but also Th2-related 
IL-5. Low age-related Con A-induced levels of IL-2 have previously been described, 
and could importantly contribute to the impaired T cell proliferation and NK activity 
shown by elderly individuals (Guayerbas et al., 2002a; Pawelec et al., 2002; De la 
Fuente, 2008b), which highly influence morbidity and mortality among them (Wikby et 
al., 2005; De la Rosa et al., 2006). Conversely, long-lived mice maintain preserved 
stimulated levels of IL-4 and IL-10 when compared to the adults. Surprisingly, induced 
IL-13 levels appear to be increased in long-lived individuals with respect to younger 
animals, and stimulated IL-13 levels are almost exclusively produced by activated T 
cells (Cameron y Kelvin, 2003). Thus, our results support the observation of Franceschi 
et al. (1995) about the high competence of these cells in exceptionally long-living 
subjects, in contrast to younger old individuals. Furthermore, long-living animals show 
preserved levels of both IL-2 and IL-5, as well as slightly increased IL-9.
Finally, our results show decreased levels in both macrophage-derived (KC, MCP-1 and 
MIP-ip) and T cell-derived (RANTES) chemokines, along with the aging process and 
similarly for old and long-living animals. Thus, contribution of chemokines in longevity 
achievement would be of relative importance. Moreover, chemotactic function of 
peritoneal leucocytes from long-living rodents towards the infection focus, mimicked by 
the chemoattractant agent formylated peptide, has been shown to be well-preserved 
when compared to the adults, whereas impaired in the old age (Arranz et al., 2009a). In 
this scenario, as indicated by Franceschi et al. (2000b), exceptionally long-lived 
subjects would not be the best, but rather the better adapted to immune challenges 
throughout life.
In conclusion, long-lived individuals show controlled chronic low grade inflammatory 
profile, which is likely mediated by IL-10. This would allow maintenance of Thl/Th2 
cytokine profile under stimulated conditions, which seems to be a key mechanism for 
the preserved immune response reported in very long-lived individuals (Franceschi et 
al., 1995; Puerto et al., 2005; Alonso-Femândez et al., 2008; Arranz et al., 2009a), and 
thus for the achievement of exceptional longevity in good health.
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Figure legends
Figure 1. Pro-inflammatory Cytokines. Levels of IL-1 a (A), IL-ip (B), IL-3 (C), IL-6 
(D), IL-12 (p40) (E), IL-12 (p70) (F), IFN-y (G) and TNF-a (H) (pg/mL) in 
supernatants of peritoneal leucocytes cultured under resting, LPS- and Con A- 
stimulated conditions, from mature adult, old, late old and long-lived female mice. Each 
column represents the mean ± standard error of 7-14 values corresponding to that 
number of subjects and each value being the mean of duplicate assays. ***P<.001, 
**P<.01, *P<.05 with respect to the value in mature adult animals.
Figure 2. Anti-inflammatory Cytokines. Levels of IL-4 (A), IL-10 (B) e IL-13 (C) 
(pg/mL) in supernatants of peritoneal leucocytes cultured under resting, LPS- and Con 
A-stimulated conditions, from mature adult, old, late old and long-lived female mice. 
Each column represents the mean ± standard error of 7-14 values corresponding to that 
number of subjects and each value being the mean of duplicate assays. ***P<.001, 
**P<.01, *P<.05 with respect to the value in mature adult animals.
Figure 3. Regulatory Cytokines and Growth Factors. Levels of IL-2 (A), IL-5 (B), IL-9 
(C), IL-17 (D), GM-CSF (E) y VEGF (F) (pg/mL) in supernatants of peritoneal 
leucocytes cultured under resting, LPS- and Con A-stimulated conditions, from mature 
adult, old, late old and long-lived female mice. Each column represents the mean ± 
standard error of 7-14 values corresponding to that number of subjects and each value 
being the mean of duplicate assays. ***P<.001, **P<.01, *P<.05 with respect to the 
value in mature adult animals.
Figure 4. Chemokines. Levels of KC (A), MCP-1 (B), MIP-ip (C) y RANTES (D) 
(pg/mL) in supernatants of peritoneal leucocytes cultured under resting, LPS- and Con 
A-stimulated conditions, from mature adult, old, late old and long-lived female mice. 
Each column represents the mean ± standard error of 7-14 values corresponding to that 
number of subjects and each value being the mean of duplicate assays. ***P<.001, 
**P<.01, *P<.05 with respect to the value in mature adult animals.
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SELECTED YOUNGER OLD MICE
L. Arranz, N.M. De Castro, I. Baeza and M. De la Fuente
Department of Physiology (Animal Physiology H), Faculty of Biology, Complutense 
University of Madrid, Madrid, Spain, (mondelaf@bio.ucm.es).
Summary
The aim of the present study was to determine TLR-2 and TLR-4 expression 
on the major peritoneal leucocyte subpopulations (CDl lb, CDllc, CD4, CDS 
and CD 19) throughout the ageing process, including long-living subjects, in 
mice. The results showed increased TLR expression on macrophages from 
animals in their very late ages, especially in the long-lived, which could be 
interpreted as a mechanism providing more efficient immune responses. TLRs 
on T cells from late old animals were increased as compared to mature adults, 
whereas long-lived subjects showed preserved levels. However, TLR-2 and 
TLR-4 expression on B cells were higher in long-lived individuals with 
respect to subjects at all the other younger ages. These data agree with the 
idea that B cells would be first altered in long-lived subjects, in contrast to 
non-selected younger old, in which T cells would be primarily affected by 
immune-senescence.
Introduction
Age-related changes in immunity render elderly individuals more susceptible 
to infections. T cells are considered to be most susceptible to immune- 
senescence (Pawelec et al., 2002), although recent data point to the age-related 
functional decline of macrophages as one major reason for the increased 
vulnerability to bacterial and viral infections in the elderly (Guayerbas and De 
la Fuente, 2003). Conversely, centenarians and exceptionally long-lived mice 
seem to preserve adult-like function of those cells, which has been related to 
their ability of reaching very advanced age in healthy condition (Franceschi et 
al., 1995). Interestingly, remodelling of the immune system along with the 
ageing process could follow a different pathway in individuals who achieve 
longevity, and B cells have been suggested to be primarily affected by time 
passing in the long-lived (Franceschi et al., 1995). However, mechanisms 
contributing to better maintenance of several immune responses in long-lived 
than in non-selected younger old individuals as well as differential age-related 
immune remodelling for both remain poorly understood.
Immune cells recognize pathogens via TLRs, the basic signalling receptors of 
innate immunity. TLR-4 is essential for effective development of the immune 
response against LPS from Gram-negative bacteria, and together with TLR-2, 
represents the principal receptor for recognition of a great variety of
components from bacteria cell walls. In macrophages from old mice, Renshaw 
et al. (2002) showed that the decreased TNF-a and IL-6 response to LPS 
could be related with a lower expression of TLR-4. However, long-lived 
animals have not been explored in this regard so far.
TLRs have also been found to be expressed on cells from acquired immunity 
(Gerondakis et al., 2007), and recognize diverse endogenous antigens, such as 
oxidized LDL and Ap peptide, thus playing a role in age-related diseases 
(Fassbender et al., 2004; Mullick et al., 2006). In addition, TLRs signal is 
mediated through NFkB (Okun et al., 2009), and thus these receptors control a 
wider range of cell functions than it was previously thought, such as survival 
and death on B cells (Gerondakis et al., 2007). Moreover, NFkB over­
activation on immune cells, by increasing the inflammatory-oxidative stress, 
has been hypothesized to play a major role in oxi-inflamm-aging (De la 
Fuente and Miquel, 2009). In spite of this, TLRs expression has not been 
studied to date on cells from adaptive immunity neither in old nor in long- 
lived animals.
Thus, the aim of the present study was to check for the possible contributing 
role of TLR-2 and TLR-4 membrane expression, on the major peritoneal 
leucocyte subpopulations, to different age-related immune remodelling in 
long-lived than in general old subjects, in mice.
Material and Methods
ICR (CDl) female mice of different ages: 8-10 mature adult (44±4 weeks), 5- 
7 old (69±4), 5-7 late old (92±4) and 5-10 very long-lived (125±4), were used. 
Peritoneal leucocytes were collected, and percentages of CDl lb, CDllc, 
CD4, CDS and CD 19 cells present in the samples were analyzed, as well as 
the expression of TLR-2 and TLR-4 on them, by flow cytometry. Statistical 
analysis consisted of one-way ANOVA and the Tukey post hoc tests with a 
level of significance set at p<0.05.
Results
Old subjects showed decreased percentages of CDllb+ and CDllc+ cells 
(Table 1, P<0.05 vs. long-lived) Expression of TLR-2 was increased on 
macrophages from both late old and very long-lived (Fig. lA, P<0.05 and 
P<0.01 vs. mature adults, respectively), and TLR-4 was higher only in the 
latter (Fig. 2A, P<0.01 vs. mature adults). No changes were found in TLR 
expression on dendritic cells (Fig. IB, 2B). TLRs on T cells from late old 
animals were increased as compared to mature adults (P<0.05 for TLR2 in 
both CD4 and CDS cell, and TLR4 in CD4 cells), whereas long-lived subjects 
showed preserved levels (Fig. IC-D, 2C-D). However, TLR-2 (P<0.05 vs. 
mature adults) and TLR-4 (P<0.01 vs. mature adults) expression on B cells 
were higher in long-lived individuals with respect to subjects at all the other 
younger ages (Fig. IE, 2E).
Discussion and conclusions
According to the present results, increased TLR expression on macrophages 
from animals in their very late ages, especially in the long-lived, could be 
interpreted as a mechanism providing more efficient immune responses, thus 
helping the animals survive over the mortality peak of the general population. 
In addition, old subjects show decreased percentage of macrophages, which 
could worsen immune responses. Interestingly, the decreased macrophage 
membrane expression of TLR-2 and TLR-4 in old mice as compared to young 
adults referred by several authors (Renshaw et al., 2002; Murciano et al., 
2008) could occur at early stages of the ageing process, leading to the 
increased TLR expression found by us in the long-lived with respect to the 
mature adult group.
Regarding dendritic cells, we found no changes in either TLR-2 or TLR-4 
membrane expression throughout the ageing process in mice, which is in 
accordance with Agrawal et al. (2007), who found similar expression of TLR- 
4 on dendritic cells from young and elderly humans. However, in spite of the 
competence of dendritic cells in old subjects, based on maturity drawn from 
normal expression of TLRs (Agrawal et al., 2007), decreased relative amount 
of these cells in peritoneal suspensions from old with respect to long-lived 
individuals could contribute to impaired induction of adaptive responses in the 
elderly.
It is difficult to predict the biological significance of our results in regard to 
age-related changes in TLR expression on cells from acquired immunity, 
considering that TLRs on different cell types have been related to opposite 
processes such as neuroprotection and neuroinflammation (Walter et al., 2007; 
Okun et al., 2009), and to development of other chronic inflammatory 
processes as well as to their prevention (Sutmuller et al., 2007). Nevertheless, 
given the key role played by T cells in chronic inflammatory processes both 
inside and outside the central nervous system (Arumugam et al., 2005; Cohen 
Tervaert, 2009), it is tentative to speculate over the functional alteration of T 
cells by over-expressed TLRs binding to their endogenous ligands, which 
could contribute to increased vulnerability to age-related diseases, and 
accelerated morbidity and mortality in old than in long-lived subjects. If this 
hypothesis is correct, increased TLR expression on B cells from long-living 
individuals would agree with the idea of these cells being primarily affected 
by immune-senescence in the long-lived, in contrast to unselected younger old 
(Franceschi et al., 1995).
Table 1. Percentage of cells expressing membrane CDl lb, CDl Ic, CD4, CDS 
and CD 19 in peritoneal suspensions from mature adult, old, late old and long- 
lived ICR/CD 1 female mice. The mean ± standard error is shown. Samples 
from each subject were studied in duplicate.
Mature
Adult Old Late old Long-lived
% CDllb 14,11±3,71 8,27±2,30 37,44±16,46 42,17±9,60
% CDllc 2,32±0,76 0,59±0,15 1,30±0,48 7,20±1,94
% CD4 6,29±2,75 4,22±0,88 8,37±1,92 5,26±1,63
% CDS 2,03±0,45 3,57±1,00 3,18±0,81 4,87±1,12
% CD19 51,28±10,32 40,66±14,07 54,73±12,95 73,83±5,61
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Figure 1. Percentage of cells expressing membrane TLR2 in CDllb, CDllc, 
CD4, CDS and CD 19 subpopulations of peritoneal leucocytes in mature adult, 
old, late old and long-lived ICR/CD 1 female mice. Each column represents 
the mean ± standard error. Samples from each subject were studied in 
duplicate. **f<0.01, *P<0.05 versus mature adults.
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Figure 2. Percentage of cells expressing membrane TLR4 in CDl lb, CDl Ic, 
CD4, CDS and CD 19 subpopulations of peritoneal leucocytes in mature adult, 
old, late old and long-lived ICR/CD 1 female mice. Each column represents 
the mean ± standard error. Samples from each subject were studied in 
duplicate. **P<0.01, *P<0.05 versus mature adults.
